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Abstract of DE1 0237073 



Determining the genetic predisposition of a 
subject for development of thrombosis comprises 
examining at least 2 nucleic acid segments (A) 
from the genome, followed by multifactorial 
analysis of the results. (A) can contain allelic 
polymorphisms whose presence is correlated 
with an increased risk of thrombosis. 
Independent claims are also included for: (1) 154 
specific oligonucleotides (ON) (all sequences 
fully defined in the specification); and (2) a set of 
oligonucleotides (14 pairs listed) for use as 
primers for amplification of thrombosis- 
associated polymorphisms. 
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(54) Bezeichnung: Methode zur Bestimmung eines erblichen Thromboserislkos mit DNA^rrays 



(57) Zusammenfassung: Verfahren zum Bestimmen der 
genetischen Disposition zur Thromboseneigung eines Pa- 
tienten durch die Untersuchung mindestens zweier Nukle- 
insaureabschnitte aus dem Genom des Patienten und de- 
ren ausschllef^liche multifaktorielle Auswertung, wobei die 
Nukleinsaureabschnitte alleiische Poiymorphismen umfas- 
sen konnen, deren Vortiandensein im menschlichen Ge- 
nom mit einer ertiohten Thromboseneigung korreliert. 
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Beschreibung 

[0001 ) Die vorliegende Erflndung betrifft eine Methods zur Unlersuchung von Nukleinsaure-Polymorphismen. 
die mil dem erblichen Thromboserlsiko korrelieren. 

(0002] Tiefe Beinvenenthrombosen sind haufig: sie treten bei ungefahr zwei von tausend Personen irgend- 
wann im Laufe ihres Lebens auf. Solche tiefen Venenthrombosen sind oft mit ernsten Komplikationen verbun- 
den. Zum einen wird durch eine Venenthrombose der Btutflua beeintrachtigt, \Nas zu einer schmerzhaften 
Schwellung fuhrt. Aufterdem kommt es zu einer lokalen Endzundungsreaktion. Zum anderen konnen sich Ge- 
rinnselfragmente Oder der ganze Thrombus am Entstehungsort ablosen und mit dem vendsen Blutstrom in die 
rechte Herzkammer und schlielilich in die Pulmonalarterie gelangen. DIese Komplikation. eine sogenannte 
Lungenembolie. geht haufig mit einer drastischen Abnahme der Lungendurchblutung sowie des Gasaustau- 
sches einher und fuhrt oft zum plotzlichen Tod des Betroffenen. Jedes Jahr versterben 40000 Personen in 
Deulschland an den Folgen einer Lungenembolie. 

[0003] In der Regel entsteht eine Thrombose entweder durch die pathologische Bildung eines Thrombus in 
Folge eines Defekts der Blutgerinnungskaskade Oder durch eine Storung der Thrombolyse. 
[0004] Das Gerinnungssystem im Plasma setzt sich aus verschiedenen enzymatischen Reaktionen zusam- 
men, die schlieGlich zur Umwandlung von loslichem Fibrinogen zu unloslichem Fibrin fiihren. Durch die Ver- 
netzung des Fibrins entsteht der eigentiiche Thrombus. Ein funktionierendes Blutgerinnungssystem ist lebens- 
wichtlg. Ohne Blutgerinnung wurden selbst kieinste Verletzungen zu schwersten Blutungen fiihren. Die belei- 
ligten Reaktionen miissen jedoch einer strengen raumlichen und zeitlichen Kontrolle unterliegen. Ein Blutge- 
rinnsel darf nur dann entstehen, wenn eine Verletzung des Organismus vorliegt und muB aufierdem auf die 
Verletzungsstelle beschrankt bleiben. um nicht den gesamten Blutkreislauf zu beeintrachtigen. 
[0005] Die Gerinnungskaskade wird durch die Bindung von aktiviertem Faktor VII (FVIIa) an Gev^^ebsfaktor 
(TF) ausgelost. Gewebsfaktor ist ein membranstandiges Protein, das erst durch die Verletzung des Endothels 
zuganglich wird. Der TF-Vlla-Komplex katalysiert eine llmitierte Proteolyse der Proenzyme Faktor IX und Fak- 
tor X und wandelt diese in ihre aktiven Formen um (1). Aktivierter Faktor IX (FIXa) bindet an seinen Kofaktor 
Villa, dessen aktivierte Form aus dem Proenzym Faktor VIII entsteht. Der IXa-Vllla-Komplex aktiviert Faktor X 
sehr viel schneller als der TF-Vlla-Komplex. Somit kommt es zu einer verstarkten Bildung von aktiviertem Fak- 
tor X (FXa). der wiederum an seinen Kofaktor. aktivierten Faktor V (FVa), bindet. um so den Prothrombina- 
se-Komplex zu bilden. Durch diesen Komplex wird Prothrombin (Faktor II, FN) proteolytisch in Thrombin um- 
wandelt. Thrombin wandelt losliches Fibrinogen in unlosliches Fibrin um. wodurch ein Blutgerinnsel entsteht 
(2.3). Neben der Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin, spaltet Thrombin Faktor V zu FVa und Faktor VIII zu 
FVIIIa. Aufierdem wird auch Faktor IX moglichenveise von Thrombin aktiviert (4). 

[0006] Die strenge zeitliche und raumliche Begrenzung der Gerinnungskaskade wird durch eine zweite Kas- 
kade gerinnungshemmender und thrombolytischer Faktoren, die parallel zur Gerinnungskaskade aktiviert wer- 
den, sichergestellt. Allgemein handelt es sich bei diesen anti-thrombotischen Faktoren um Proteasen, die 
durch Spaltung der Gerinnungsfaktoren diese inaktivleren. 

[0007] Einer der wichtigsten anti-thrombolisch6n Faktoren ist Protein C. Nach seiner Aktivierung ist Protein 
C. zusammen mit seinem Kofaktor Protein S, fur die Proteolyse der Gerinnungsfaktoren FV FVa FVIII und 
FVIIIa verantwortlich (5-1 3). 

[0008] Als Risiken fur die Entstehung einer tiefen Venenthrombose gelten frische chirurgische Eingrlffe. 
Krebs. Schwangerschaft. Ubergewicht. langandauernde Immobilisierung der unteren GliedmaRen. Raucherl 
und die Einnahme oraler Kontrazeptiva. In den letzten Jahren sind auBerdem eine Reihe genetischer Merkma- 
le identifiziert worden, die mit einer Zunahme des Thromboserisikos assoziiert sind: 

Factor V*-*^" 

[0009] Neben seltenen erblichen Defekten von Protein C und Protein S, die bereits in utero zu schweren Kom- 
plikationen in Folge von Thrombosen fiihren, stellt eine einzige Mutation im Faktor V-Gen eine der wichtigsten 
Ursachen fur ein erhohtes Thromboserisiko in der Gesamtbevolkerung dar. Bei dieser Mutation handelt es sich 
um einen Austausch von Guanosin durch Adenosin an Nukleotid 1691 des Genes (G1691 A), der zu einer Sub- 
stitution von Arginin durch Glutamin im Kodon 506 des Faktor V-Proteins fuhrt (14-18). 
[0010] Diese Arg^-GIn (R506Q)-Variante, die nach der niederiandischen Stadt, in der sie entdeckt wurde, 
Faktor V^"*^" genannt wird. kommt iiberraschend haufig vor und stellt die haufigste Ursache fur eine tiefe Ven- 
enthrombose dar. In den meisten Bevolkerungen betragt die Allelfrequenz mindestensO,5%, in Deutschland 
liegt sie bei ungefahr 1,5%. Dies bedeutet. dad ungefahr 3% der deutschen Bevolkerung heterozygote Trager 
der Faktor V^*^^**" Mutation sind. Trager das Faktor-V-Protein die Leiden-Mutation, so wird es gegenuber der 
proteolytischen Aktivitat von aktiviertem Protein C resistent (sogenannte APC-Resistenz). Dies wiederum fuhrt 
zu einer gesteigerten Aktivierung der Gerinnungskaskade und somit zu einer ertiohten Thromboseneigung. 
Mehr als 95% aller Falle von APC-Resistenz sind auf die FV*-*'^«"-Mutation zuriickzufuhren. 
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[0011] Neben dem genelischen Nachweis der FV'-*'"^", Mutation, kann die APC-Resistenz auch mittels bio- 
chemischer Melhoden festgeslelit werden. Der genetische Test hat jedoch den Vorteil. dali er zwischen homo- 
zygoten und heterozygoten Tragern unterscheiden kann. DIese Unterschied ist wichtig: wahrend Heterozygote 
ohne andere Risikofaktoren im Vergleich zur Normalbevolkerung ein 5-10-fach erhohtes Thromboserisiko auf- 
weisen, steigt das Risiko bei Homozygoten urn das 50-100-fache an. AuRerdem wird der genetische Test durch 
Faktoren, die die biochemische Untersuchung storen konnen. nicht beeinfiusst. Zu solchen Faktoren zahlen 
eine Behandlung nnit gerinnungshemmenden Mittein, die Einnahme von oralen Empfangnisverhutungsmittel 
Oder die Hormonersatztherapie. Falls weitere Risikofaktoren wie oben erwahnt vorliegen, kommt es sowohl bei 
heterozygoten als auch bei homozygoten Tragern der Faktor \A***""-Mutation zu einer zusatzlichen Steigerung 
des Thromboembolie-Risikos (19). 

Faktor V*="'"'^«*B*' 

[0012] Kurzlich warden weitere Mutatidnen des Faktor V-Protelns. die mit einer Venenthrombose assoziiert 
sind, beschrieben. 

[001 3] Eine dieser Mutationen wurde zum erslen Mai im Addenbrooke's Hospital an der Universltal von Cam- 
bridge in England beschrieben und wird daher Faktor v*^«'"^"<*9« genannt. Bei der Faktor V^^'"'''^'^«*'-Mutation han- 
delt es sich urn eine Transversion von Guanosin zu Cytosin an der zweiten Base von Kodon 306 (G1091C). 
die zu einer Substitution von Threonin durch Arginin an dieser Position fuhrt (R306T). Auch diese Mutation ver- 
andert eine Stelle im Faktor V-Protein, die durch aktiviertes Protein C gespalten wird. Obwohl die genaue Pra- 
valenz von Faktor v^"*'«o« unbekannt ist, ist diese Mutation wahrscheinlich sehr selten. So wurde beispiels- 
weise in der ersten Studle, die diese Veranderung beschrieb, die Mutation in einer Gruppe von 226 Btutspen- 
dern nicht gefunden (20). Faktor v^^"'''"^^^ scheint einen ahnlichen Phanotyp wie Faktor v'-®'***'" aufzuweisen. Es 
ist sehr wahrscheinlich, daft die Faktor V^'"^^-Mutation mit anderen Risikofaktoren in gleicher Weise wie 
Faktor V^*"*" interagiert. 

[0014] G20210A Mutation im Prothrombin (Faktor ll)-Gen Nach Faktor V-^*^^" stellt eine G zu A Transition an 
Nukleotidposition 2021 0 im nicht-translatierten 3.'-Bereich des Prothrombin (Faktor ll)-Gens die wichtigste Mu- 
tation dar, die eine erbliche Neigung zur Thrombophilie und tiefen Venenthrombose verursacht (21 ). Vemriutllch 
fuhrt diese Mutation im Gen-Promoter dazu, dali die Konzentration des Prothrombins im Blut um circa 15% 
ansteigt. Zwischen 1% und 3% der europaischen Bevolkerung sind Trager der Faktor lP°^^^^-Mutation. Es wird 
angenommen, dad solche Trager ein etwa dreifach erhohtes Risiko fur tiefe Venenthrombose aufweisen. Wie 
bei anderen gehnnungsfordernden Mutationen fuhrt die Kombination von Faktor ||^202ioa p^j^ anderen Risiko- 
faktoren zu einer erheblichen Zunahme des Thromboserisikos. Beispielsweise wird angenommen, dafi das Ri- 
siko fur Frauen mit Faktor \\^^^^^^ die orale Kontrazeptiva nehmen. im Vergleich zur normalen Bevolkerung 
um mehr als das 100-fache erhoht ist (22, 23). 

[0015] Ungefahr 30% der Patienten mit tiefen Venenthrombosen, die Trager von Faktor v*-***^^" sind, sind au- 
(ierdem heterozygot fur die Mutation G20210A in der 3-untranslatierten Region des Prothrombin-Gens. Eine 
kombinierte Tragerschaft fiir Faktor V^^*'^^" und Faktor ihi^^ioa jgj wahrscheinlich mit einer sehr groRen Zunah- 
me des Thromboserisikos assoziiert (22, 24-26). Im Gegensatz zu Faktor V-*****'" scheint Faktor ||||G202ioa au(ier- 
dem mit einem ungefahr 4-6-fach erhohten Risiko fiir Herzinfarkt assoziiert zu sein (27, 28). Ein weiterer wich- 
tiger Unterschied zwischen Faktor ||I|G202ioa Faktor V^«'^^" ist, daH es keinen biochemischen Test fur die Pro- 
thrombin-Mutation gibt. weswegen der Nachweis nur auf genetischem Wege moglich ist (29). 

4G/5G-Polymorphismus im Promoter des Plasminogen-Aktivator-lnhibitor-Gens 

[0016] Plasmin ist ein Enzym, das Fibrin spaltet und auf diese Weise Blutgerinnsel auflost. Plasmin wird durch 
Aktivierung des Proenzyms Plasminogen gebildet. Diese Aktivierung kann mittels des Enzyms Urokinase 
(u-PA), das ubenA/iegend in der Niere zu finden ist, erfolgen. Haufiger jedoch ist die Aktivierung durch Gewebs- 
plasminogenaktivator (t-PA). der in groRen Mengen in den Endothelzellen der BlutgefaBwand vorliegt. t-PA 
zeigt eine hohe Bindungsaffinitat zum Fibrin. Nach dieser Bindung kommt es zu einer deutlichen Steigerung 
der t-PA-Aktivitat (30). Die Plasminogenaktivatoren werden wiederum durch Plasminogen-Aktivator-lnhibitor I 
(PAI-1 ), einem Serinproteaseinhibltor (Serpin), der hauptsachlich in der Leber exprimiert wird. inhibiert (31 , 32). 
Im Jahre 1993 wurde im Promoter des PAi-l^ens ein haufiger Polymorphismus entdeckt (33). Dieser Poly- 
morphismus, die Insertion/Deletion einer einzelnen Base 675 Basenpaare stromaufwarts vom Transkriptions- 
start, fuhrt zum Auftreten von 4 Oder 5 Gunanosinresten in diesem Bereich. Das 4G-Allel hat eine Haufigkeit 
von circa 40%, das 5G-Allel von circa 60% in der Gesamtbevolkerung (33). Trager des 4G-Allels weisen einen 
hoheren PAI-1 -Spiegel auf. Die vermutllche Ursache hierfiir ist. dad ein Transkriptionsrepressor. der an das 
5G-Allel bindet. nicht an das 4G-Allel binden kann, was zu einer erhohten Promoteraktivitat bei 4G-Tragem 
fuhrt (33. 34). 

(001 7] Das Auftreten des 4G-Allels von PAI-1 ist mit einer leichten Zunahme des Herzinfarktrisikos assoziiert 
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(35). Fur lange Zeil herrschte jedoch Uneinigkelt daruber. ob das 4G-Allel mil einem erhohten Risiko fur venose 
Thromboembolien in Zusammenhang steht: einige Sludien zeigten ein erhohtes Thromboserisiko (36), andere 
nicht (37-39). Neuere Studien haben Licht in diese Kontroverse gebracht. Bei Patienten nr>it tiefer Beinvenen- 
thrombose fanden Segui und Kollegen keine Anhaufung des 4G-Allels im Vergleich zu normalen Kontrollen. 
Bei Patienten mit anderen vererbten thrombophilischen Defekten. insbesondere Faktor V'-*'"^" und 
Prothrombin^^^^^'^. fiihrle jedoch das zusatzliche Auftrelen des 4G-Allels zu einer Sleigerung des Thrombose- 
risikos: so war die Kombination von 4G mIt anderem genetischen Defekt bei Patienten mit tiefer Beinvenen- 
thrombose achtmal haufiger als In normalen Kontrollen (40). Das 4G-AHel ist also eindeutig ein Faktor. der eine 
bereits vorliegende Pradisposillon zur Thrombose deutlich verscharft. Das Vorliegen anderer nicht genetischer 
Thromboserisikofaktoren. wie Schwangerschaft oder eine kiirzliche Operation, vergroftert den Effekt des 
4G-Phanolyps von PAI-1 dagegen nicht (40). 

Homocystein-Stoflwechset und venose Thrombose 

[0018] Die klassische Homocystinurie in eine seltene erbliche Stoffwechselkrankheit, die auf Defekte in den 
Enzymen Cystathionin-beta-Synthase (CBS) oder Methylentetrahydrofolat-Reduklase (MTHFR) zuriickzufuh- 
ren ist. Das Krankheitsbild wird durch sehr hohe Serum- und Hamspiegel von Methionin und Homocystein cha- 
rakterislert. Homocystein ist eine Aminosaure, die nicht in Proteinen vorkommt. aber Bestandteil des Methio- 
nin-Stoffwechsels ist. Die wichtigsten klinischen Zeichen der Homocystinurie betreffen die Augen, die Blutge- 
falie, das Skelett sowie das zentrale Nervensystem. Die Homocysteinurie ist mit einem erhohten Risiko fiir Ar- 
teriosklerose und Venenthrombose assoziiert. In den letzten zehn Jahren hat sich jedoch herausgestellt. daB 
bereits eine geringfugige Erhohung des Serum-Homocysteinspiegels mit einem erhohten Risiko fur eine Ven- 
enthrombose einhergeht (41 . 42). Die Ursache hierfur ist nicht bekannt. Geringfugig erhohte Homocysteinspie- 
gel konnen durch Gabe von Vitamin 86 (Pyndoxin) und Folsaure behandelt werden. In einigen Fallen kann 
auch die Gabe von Vitamin B12 (Hydroxycobalamin) notwendig sein (43). MTHFR katalysiert die Umwandlung 
von 6 , 1 9-Methylentetrahydrofolat zu 5-Methyltetrahydrofolat. dem Methylgruppendonor fur die B1 2-abhanglge 
Remethyliemng von Homocystein zu Methionin. Vitamin B6 ist Kofaklor letzterer Reaktion. 

C677T und A1298C Polymorphlsmen im MTHFR-Gen 

[0019] Im MTHFR-Gen sind zwei Polymorphismen, die zu einer milden Hyperhomocysteinamie beltragen 
konnen. beschrieben worden. Die C677T-Transition (Alanin-zu-Valin-Austausch an Kodon 222) fiihrt zu einer 
ertiohten Thermolabilitat des Enzyms und zu geringfiigiger Reduzierung seiner in vitro Aktivitat. Dieser Poly- 
morphtsmus wurde zuerst von Kang et al. (44) beschrieben und weist eine Allelfrequenz von circa 0,4 auf (45). 
Personen. die homozygot fiir die C677T-Mutation sind. weisen leicht ertiohte Homocysteinspiegel auf, beson- 
ders dann. wenn ihr Folatspiegel niedrig ist (46). Eine Homozygotie fur den C677T-Polymorphismus wurde in 
manchen (47. 48). aber nicht alien Studien (45. 49, 50) als Risikofaktor fiir Venenthrombose beschrieben. KCirz- 
lich ist ein weiterer Polymorphismus im MTHFR-Gen entdeckt worden. der mit einer verringerten In vitro Akti- 
vitat des Enzyms einhergeht {51 , 52). Diese Mutation, eine A-zu-C-Transversion des Nukleotids 1298. fiihrt zu 
einem Austausch von Alanin durch Glutamin an Kodon 429 und weist eine Allelfrequenz von 0.33 auf, Nach 
Abwagung der bis jetzt voriiegenden Ergebnisse scheinl weder eine Homo- noch eine Heterozygotle fur die 
A1298C-Mutation allein mit einer Erhohung des Homocysteinspiegels assoziiert zu sein. Eine gemischte He- 
terozygotie fur C677T und A1298C jedoch scheint mit einer Vermlnderung der MTHFR-Aktivitat und mit hohe- 
ren Homocystelnsplegein einherzugehen als eine allelnige Heterozygotie fiir eine der beiden Varianten (51). 
Da beide mutierten Allele in der Bevolkerung haufig vorkommen. ist eine solche gemischte Heterozygotie kei- 
nesfalls selten. 

68 Basenpaar-lnsertion an Nukleotid 844 des CBS-Gens 

[0020] Mutationen im CBS-Gen verursachen klassischenweise eine Homocystinurie. Sebastio und Kollegen 
identifizierten jedoch 1995 in Neapel eine 68 bp-Insertion im Exon 8 des CBS-Gens bei italienischen Patienten 
mit einer Hyperhomocystinurie (53). Diese Mutation, die bei circa 8% der europaischen Bevolkerung vor- 
kommt, hat allein nur einen gerlngfuglgen Effekt auf den Homocystinspiegel. Allerdings kompensiert das Auf- 
treten der 68 bp-Insertion im CBS-Gen die Homocystin-steigemde Wirkung In Personen. die gleichzeitig Trager 
des C677T-Polymorphismus im MTHFR-Gen sind. 

A2756G-Polymorphlsmus im Methionin-Synthase-Gen 

[0021] Leclerc und Kollegen klonierten im Jahre 1993 das Gen der humanen Methionin-Synthase. auch Me- 
thyltetrahydrofolat-L-Homocystein-S-Methyltransferase {MTR) genannt (54) und identifizierten gleichzeitig ei- 



4/59 

3NSDOaO: <DE 10237073A1_L> 



DE 102 37 073 A1 2004.02.19 

nen Polymorphismus. A2756G, in diesem Gen. Der Polymorphismus fuhrt zu einer Substitution von Glycin 
durch Aspartat an Kodon 919 und tritt mit einer Allelfrequenz von circa 16% auf. Diese Variants, die mit patho- 
logischen Veranderungen der Koronararterien bei Rauchem in Zusammenhang gebracht wurde <55) und zu 
einer Abnahme des Kolonkarzinomrisikos fuhrt (56), ist mit einer Zunahme des Homocystinspiegels assoziiert 
(57). AuRerdem scheint der C677T-Polymorphismus im MTHFR-Gen und der A2756G-Polynnorphismus im 
MTR-Gen einen additiven Effekt auf den Homocystinspiegel im Serum zu haben (57). 
(0022) Es ist bekannte, insbesondere Risikogruppen - wie Frauen, die orale Kontrazeptiva nehmen, Rau- 
chern. immobilisierten Personen oder Patienten. die sich einer Operation unterziehen - auf das Vorhandensein 
von genetischen Defekten, die mit Thrombose assoziiert sind, zu untersuchen. 

(0023] In dem Patent EP 0 696 325 B1 ist beispielsweise ein Test zur Untersuchung des Faktors V^*'*'" be- 
schrieben, der mit einer Thrombose und/oder einer geringen antikoagulierenden Reaktion auf aktiviertes Pro- 
tein C assoziiert ist (58). 

[0024] Augenblicklich erfordert die Suche nach solchen Veranderungen die Amplifikation des polymorphen 
Abschnitts der genomischen DNA, iiblicherweise unter Anwendung der Polymerasekettenreaktion (PGR). Die- 
ser Ampiifikuation fotgt die Detektion des Polymorphismus. Diese basiert auf einer Fragmentanalyse mit Hilfe 
der Gelelektrophorese und schlie&t gegebenenfalls eine vorgeschaltete Spaltung mit Restrlktionsenzymen ein 
(fur eine allgemeine Beschreibung dieser Technik vgl. (59)). Alternativ kann der Polymorphismus mit Hilfe einer 
spezifischen Hybndisierung markierter Sonden mit der amplifizierten DNA identifiziert werden. Jedes 
DNA-Fragment kann durch eine separate PCR-Reaktion isoliert werden oder alle Fragmente werden gemein- 
sam in einer einzigen Multiplex-PCR-Reaktion amplifiziert. wie es Ulvik und Ueland fur die simultane Amplifi- 
kation von Einzelnukleotid-Polymorphismen beschrieben haben, die den Homocystein-Stoffwechsel betreffen 
(60). Andere Methoden zur Amplifikation sind die Ligandenkettenreaktion. Die Detektion kann auRerdem mit 
Hilfe verzweigtkettiger DAMN (branched DNA), mit Mikropartikel oder basierend auf der Fahigkeit des amplifi- 
zierten Produkts zur Ausbildung stabiler verzweigter Strukturen erfolgen, wie in der Patentanmeldung WO 
99/36574 beschrieben (61). 

[0025] Wie bereits ausgefuhrt, sind die ubiichen Methoden zur Untersuchung einer genetischen Veranlagung 
fur ein erhohtes Thromboserisiko derzeit darauf beschrankt, den positiven oder negativen Nachweis jedes ein- 
zelnen allelen Polymorphismus zu fiihren. Da das genetische Gesamtrisiko allerdings von der Koexistenz ver- 
schiedener allelen Polymorphismen abhangt, stelten diese Methoden kein geeignetes Werkzeug dar, um das 
genetische Risiko einer Thrombose in seiner Vollstandigkelt aussagekraftig beurteilen zu konnen. Beispiele fur 
diese synergische Wirkung verschiedener, die Ausbildung einer Thrombose begunstigender genetischer Fak- 
toren sind das 4G-Allel des PAI-1-Gens (das Auftreten des 4G-Allels zusammen mit Faktor V'-**'^" oder 
Prothrombin^^^^^'^, war in Patienten mit tiefer Venenthrombose achtmal hoher ais in Kontrollpersonen) oder die 
Interaktion von Faktor V^****" mit Prothrombin^^^^"^ (siehe oben). 

[0026] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Mittel und eine Methode zur Bestimmung der ge- 
netische Veranlagung zu einem erhohten Thromboserisiko bereitzustellen, wobei die synergistischen Effekte 
moglicher koexistierender alleler Varianten erfaUt werden konnen. die aber jeweils auch fur sich allein zu einem 
erhohten Thromboserisiko beitragen. Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Set moleku- 
labiologischer Materialien bereitszustellen. die die Durchfuhrung der in der Erfindung beschriebenen Methode 
enmoglichen. 

(0027) Im Kem basiert sie vorliegende Erfindung darauf, das Thromboserisiko mit Hilfe eines Verfahrens zu 
beslimmen. das die Bestimmung mindestens zweier alleler Varianten ermoglicht, die relevant fur die geneti- 
sche Thrombose-Pradisposition sind. Die Untersuchungsergebnisse werden ausschlief^lrch multifaktoriell aus- 
gewertet. 

[0028] Das erfindungsgemade Verfahren - d.h. die simultane Untersuchung mindestens zweier wichtiger Po- 
lymorphismen, die die Entstehung einer Thrombophilie beeinflussen, in nur-einem Testkit - macht die Anwen- 
dung einer Vielzahl der bisher bekannten Testsysteme (iberflussig, die jedes nur ein einziges dieser Allele er- 
fassen konnten. Damit liefert die, erfindungsgema&e Methode nicht nur ein sinnvolles System zur Risikoab- 
schatzung, sondem ermoglicht aulierdem eine Kosten- und Zeiterspamis. 

[0029] Den spezifische Vorteil der erfindungsgemaden Methode veranschaulicht folgendes Beispiel: Faktor 
yLeiden gj^g Allelfroquenz von 1 .5%. Die Allelfrequenz der Faktor ll^^^^^^-Mutation liegt zwischen 1 und 3%. 
Unter der begrundeten Annahme, dass zwischen diesen Allelen keine Kopplung vorliegt, ist anzunehmen, 
dass 1 bis 3 von 2000 Personen in der europaischen Bevdikerung Trager beider Allele sind. Das Auftreten von 
Kombinationen aus den Polymorphismen, die die Gene des Homocysteinstoffwechsels betreffen, ist sehr viel 
wahrscheiniicher, beriicksichtigt man die oben beschriebenen relativ hohen Allelfrequenz dieser Polymorphis- 
men in der europaischen Bevolkerung. Beispielsweise hat der C677T-Polymorphismus im MTHFR-Gen eine 
Allelfrequenz von 0,40 der A2756G-Polymorphismus im MTR-Gen weist einen Wert von 0,16 auf. Dies lasst 
unter der Annahme, das keinerlei Kopplung beider Gene vorliegt. erwarten, dad beide Allele mit einer Wahr- 
scheinlichkeit von 16% zusammen auftreten. Dehnt man diese Betrachtung auf mehrere Faktoren aus, ist bei 
einer dreifachen Kombination aus C677T-Polymorphismus bei MTHFR. A2756G bei MTR und Faktor V^®^" mit 
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einer Auftretenswahrscheinlichkeit von 5 unler 1000 Personen in der Gesamtbevolkerung zu rechnen. Mit Hilfe 
der vorliegenden Erfmdung ist eine einfache Untersuchung dieser Palienten moglich. 
[0030] Das parallele und gleichzeitige Screenen wichliger Thrombophilie-relevanter Polymorphismen auf nur 
einem Array bietet die Moglichkell. klinisch bedeutsame und bis heute unbekannte Wechselwirkungen zwi- 
schen diesen Allelen in der Gesanntbevolkerung und insbesondere in Palienten mit erhohtem Risiko einer tie- 
fen Venenthrombose aufzudecken. 

(0031) In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verlahrens warden gleichzeitig alle 
genannten Polymorphismen mit Hilfe der DNA-Array-Technologie (wie in Beispiet 1 beschrieben. siehe unlen) 
untersucht. In alternativen Ausfuhrungsformen sind allerdings auch eine VIelzahl anderer Methoden anwend- 
bar. Diese umfassen beispielsweise folgende Techniken: 

1 . Arrays auf Latex- oder anderen geeigneten Partikein (sogenannten "soluble arrays" (62)) 

2. Methoden. basierend auf einer Polymerasekettenreaktion 

a. Multiplex-Polymerasekeltenreaktlon kombiniert mit allelspezifischer Hybrldisierung auf Nylonfiltem (63), 

b. Multiplex-Polymerasekettenreaktion kombiniert mit allelspezifischer Hybridisierung In Multiwell-Platten 
oder-Streifen (z.B. Roche Diagnostics AG). 

c. Real-time Muitiplex-Polymerasekettenreaktion unter Verwendung von Fluoreszenz-Markern (z.B. light 
cycler (64). Roche Diagnostics AG) Oder anderen Marklerungen. . 

3. Eine Mutiplex-Version der Ligasekettenreaktion (65). 

4. Methoden, basierend auf einer DNA-Sequenzierung 

a. Konventionelle DNA-Sequenzierung unter Verwendung der Sanger didesoxy-Kettenabbruch-Reaktion 
(66). 

b. DNA-Sequenzierung mittels Matrix-unterstutzler Laser DesorptionsZ-lonisierungs-Flugzeit-Massenspek- 
trometrie (MALDI-TOF) (z.B. Sequenom technology (67)). 



[0032] Eine VIelzahl von Methoden kann herangezogen werden. um ein Zielmolekul auf einem Array oder ei- 
nem anderen Substrat detektierbar zu machen. Dies schiiefit auch Methoden ein, die keine Markierung des 
Zielmolekuls erfordern, wie beispielsweise die Oberflachen-Plasmon-Resonanz Spektroskopie (68), eine di- 
rekte elektrische Messung (US-Patent: US 5,605,662); Oberflachenwellen-Sensoren (surface acoustic wave 
(SAW) sensors (69)), "Crystal-Microbalance-Dissipation" und verschiedene interferomelrische Methoden so- 
wie die reflektometrische Interferenz-Spektroskopie (70). 

[0033] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung erfolgt die Markierung und Detektion der Zielmo- 
lekule mittels Fluoreszenz und Gold/Silberfarbung (siehe Beispiel 1 unten). Neben einer einfachen Fluorszenz- 
markierung konnen auch fluorszenzmarkierte DNA-Dendrimere genutzt werden, um die Sensitivitat zu erho- 
hen (71). Ein weitere Alternative Ist die Verwendung von Massenmarkierungen, die mittels Massenspetromet- 
rie detektiert werden konnen (72). Anorganische Fluorszenzmarkierungen, die nicht wie organische Farbstoffe 
die Eigenschaft des Ausbleichens haben, konnen ebenfalls verwendet werden, wie up-converting phosphor 
(73) und quantum dots (74). AuBerdem konnen Chemilumineszenz und Biolumineszenz fur die Markierung 
und Detektion zum EInsatz kommen. Diese Systeme basieren beispielsweise auf der durch Peroxidase aus 
Meerrettich katalysierten Umwandlung von Luminol und Wasserstoffperoxid zu einer chemllumlnlszierenden 
Substanz oder auf der Verwendung von kommerziellen 1 1 ,2-Dloxetan-basierten Substraten wie CDP-Star® 
AMPPD®. Oder CSPD®. 

[0034] Ebenso sind indirekte Markierungsverfahren fur die Detektion eines Zielmoiekiils moglich. Diese 
schlieRt das Biotin/Streptavidin-Kopplungssystem ein sowie Kopplungssysteme, die auf gekoppelten Enzymen 
Oder gekoppelten Antikorpem basieren. die gegen kleine Molekule wie Digoxigenin oder Fluorescein-lsothio- 
cyanat gerichtet sind, die an die Zlel-DNA gekoppelt vorliegen. 

[0035] Die vorliegende Erfindung betrifFt zudem molekularbiologische Mittel zur Bestimmung genetischer Po- 
lymorphismen, die mit dem genetischen Risiko einer Thrombolie korrelieren. Diese konnen in einem diagnos- 
tischen Kit zusammengefafit sein. 

[0036] In einer bevorzugten Ausfuhmngsform des erfindungsgemaflen Verfahrens werden Oligonukleotidpri- 
mer unter Reaklionsbedingungen eingesetzt, die die gleichzeitige Amplifikation der folgenden genetischen Po- 
lymorphismen ermogllchen: Faktor V^^^^". Faktor v^'"'>^9^ die G2021 OA-Mutation im Prothrombin (Faktor 
ll)-Gen. den 4G/5G-Polymorphismus im Promoter des Plasminogen-Aktlvator-lnhibitor-Gens, der C677T- und 
A12980Polymorphismus Im MTHFR-Gen, die 68 bp-Insertion an Nukleotid 844 Im CBS^en und der 
A2756G-Polymorphlsmus im Methionin-Synthase-Gen (Tabelle 1). 

[0037] Mit Hilfe des erfindungsgemallen Verfahrens konnen Wildtyp- und mutanten Allele gleichzeitig und se- 
lektiv durch Hybridisierung auf einem DNA-Array nachgewiesen werden. Ein weiterer Aspekl betrifftdie Detek- 
tion der Wildtyp- und mutanten Allele auf der Basis von Fluoreszenz oder Silberfarbung, was entweder durch 
die direkte Markierung der Oligonukleotldproben oder durch indirekte Markierung. beispielsweise durch das Bi- 
otln/Streptavidin-Kopplungssystem ermoglicht werden kann. 
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Definitionen 

[0038] Im Rahmen dieser Erfindung umfasst der Begriff "Nukleinsaure" sowohl RNA als auch DNA (ein- 
schliefilich deren Derivate), einschliefllich cDNA, genomischer DNA und chemisch synthetisierte DNA genau- 
so wie rekombinante. isolierte Oder anderweltig modifizierte Nukleinsauren (einschlieftlich chimarer Nukieinun- 
dusauren). Die Nukleinsaure kann einstrangig oder doppelstrangig sein. Wenn einzelstrangjg, kann es sich bel 
der Nukleinsaure urn den kodierenden oder den nicht-kodierenden Strang handeln. Au&erdem kann die Nuk- 
leinsaure zirkular oder linear sein. 

[0039] Allgemein bezieht sich die PGR auf eine Methode oder Technik, in der die Zielnukleinsaure in zykli- 
schen Polymerasereaktionen amplifiziert wird. wie es im US Patent 4.683,195 beschrieben wird. Diese Technik 
schliedt ebenfalls Modifikatlonen ein, die auf der dort beschriebenen Methode aulbauen. 
[0040] Der Begriff "Primer" bezieht sich auf Nukleinsauren. die mit DNA hybridisieren und dabei ein freies 
3'-Ende als Startpunkt fur die Polymeraseaktivitat bereitstellen. 

[004 1 ] Der Begriff "Polymorphlsmus" bezieht sich auf die Existenz verschiedener Allel eines Genes innerhalb 
einer Population. Diese Polymorphismen konnen - in heterozygotem oder homozygotem Status - Veranderun- 
gen im Phanotyp hervon^ufen. 

Beispiel 1: 

ErfindungsgemaRe Detektion genetischer Polymorphismen. die dasRisiko einer Thromboembolie betreffen, 

mit Hilfe der DNA-Array-Technologie 

Ausfuhrungsbeispiel 1: 

Gieichzeltige Detektion mittels Array-Tube-Technologie 

[0042] In diesem Beispiel wird die Detektion relevanter Mutationen auf Basis der DNA"An*ay-Technologie 
durchgefiihrt, insbesondere unter Venvendung des ReaktionsgefaRes, des in der deutschen Patentanmeldung 
102 01 463.9. "ReaktionsgefaB zur Durchfuhrung von Array-Verfahren", (ClonDiag Chip Technologies GmbH) 
vom 16. Januar 2002. Die Technik zur Detektion der Interaktion der Proben mit dem Array ist Gegenstand der 
internationalen Patentanmeldung PCT/EP 01/07575 "Verfahren zum qualitativen und/oder quantitativen Nach- 
weis von molekularen Wechselwirkungen auf Sonden-Arrays", (ClonDiag Chip Technologies GmbH) vom 2, 
Juli2001. 

[0043] Die untersuchten Allele sind in Tabelle 1 aufgefuhrt. 

Tabelle 1 : Allele fur den Thrombophilie-Chip 



Position Nukieotid Aminosdure Beschreibung 

auf dem 

Array 





Wildtyp Position IVIutante 


Wildtyp 


Kodon 


Mutante 




1 


G 


1691 


A 


Arg 


506 


Gin 


FaktorV*^ 


2 


G 


1091 


C 


Arg 


306 


Thr 


Faklor vca'«*>^ 


3 


G 


20210 


A 








Faktor 11 (Prothrombin) Promoter 


4 


C 


677 


T 


Ala 


222 


Val 


Thermolabile Methylen- 
















Tetrahydrofolat-Reduktase 


5 


A 


1298 


C 


Glu 


428 


Ala 


Thermolabile MethylenTetrahy- 
















drofolat-Reduktase 


6 




844 


ins 68 

hn 








Cystathionin-beta-Synthase 


7 


4G 


Promoter 5G 








Plasminogen-Aktivalor-lnhibitor 


8 


A 


2756 


G 


Asp 


919 


Gly 


Methionin-Synthase 



MATERIAL UND METHODEN 



A. Liste der venvendeten Puffer 
{0044] Die Tabelle 2 fiihrt die venvendeten Puffer auf. 
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Tabelle 2: Puffer 



Puffer 



Zusammensetzunq 



6xSSPE/0,1% 
SDS-Puffer 



900 mM Natriumchlorid, 60 mM Natriumdihydrogenphos- 
phat, 6 mM Ethylendiamintetraacetat. 0,1 % (w/v) Natrium- 
dodecylsulfat, pH 7.4 



3DNA-Puffer 



2 X MES (2"(N- 
morpholino) ethan 
sulfonsaure) 
Waschlosung 1 
WaschlQsung 2 
Waschlosung 3 



0.25 M Natriumphosphat, 1x Natriumchlorid/Natriumcitrat- 
Puffer (SSC). 4.5% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS), 1 mM 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA), pH 7.2 
200 mM MES. 1.8 M NaCl, 40 mM EDTA, 0.1 % (w/v) Cetyl- 
dimethylethylammoniumbromid. pH 6.8 

2xSSC. 0.1% SDS 
2 X SSC 
0.2 X SSC 



B. Multiplex-PCR-Reaktion 
a. Primer 

[0045] Urn die Gensequenzen der in Tabelle 1 aufgelisteten Allele zu ampllfizieren. wurde eine Multip- 
lex-PCR-Reaktion fur die gleichzeitige Amplifizierung von acht Sequenzen humaner DNA entwickelt. Die ver- 
wendeten Primer warden von MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert und sind in Tabelle 3 auf- 
gelistet. 

[0046] Primer, die mit einem "s" bezeichnet sind, tragen an ihrem 5 -Ende entweder ein Biotinmolekul Oder 
eine Cyanin 3.18-(Cy3) Fluoreszenzmarkierung. Die Qualifizierung mit V bedeutetdabei, daR es sich um Pri- 
mer handelt. die komplementar zum Sence-Strang sind; wahrend "as" auf die Komplementaritat zum An- 
ti-Sence-Strang hi n waist. 
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Tabelle 3: Primer fiir die Amplifizierung der Allele aus Tabelle 1 (und einem zusatzlichen Kontroll-Amplikon 

"HIFS") minels Multiplex-PCR-Reaktion 



Gen 



Name 



Sequenz 5'-3' 



GroUe des Seq. 
amplifizierten ID- 
Produkts [bp] No. 



FaktorV FakV-1691-s 
FaktorV FakV-1691-as 



agaaaatgatgcccagtgcttaac 
cx^attatttagccaggagacctaac 



214 



1 
2 



Faktor V FakV-R306T-s 
Faktor V FakV-R306T-as 



tgggatgcaggctlacattg 
agtggtatgaaccccaacaactc 



190 



3 
4 



Faktor II Fakll-20210-s 
Faktor II Fakll-20210-as 



acagaaggtcattgatcagtttgg 
accaggtggtggattcttaagtc 



228 



5 
6 



MTHFR 
MTHFR 

Oder 

MTHFR 

MTHFR 

Oder 

MTHFR 

MTHFR 

MTHFR 
MTHFR 



MTHFR-677-S 
MTHFR-677-as 

MTHFR-677-S 
MTHFR-677-as2 

MTHFR-677-S 
MTHFR-677-as3 

MTHFR-1298-S 
MTHFR-1298-as 



ctctcctgactgtcatccctattg 225 
cacctggatgggaaagatcc 

ctctcctgactgtcatccctattg 
acgatggggcaagtgatg 200 

ctctcctgactgtcatccctattg 
gtgcatgccttcacaaagc 174 

tggggagctgaaggactactacc 253 
caggatggggaagtcacagc 



7 
8 

7 
9 

7 
10 

11 
12 



CBS 
CBS 
Oder 



CBS-844-S aatagaatatcgaggcatgtccag 
CBS-844-as actogacctaccgtcctgtcc 



207/275 



13 
14 
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CBS 
CBS 
Oder 
CBS 
CBS 
Oder 
CBS 
CBS 

PAI1 
PAI1 



CBS-844-S 
CBS-844-as2 

CBS-844-S 
CBS-844-as3 

CBS-844-S 
CBS-844-as4 

PAI1-5'UTR-s 
PAI1-5'UTR-as 



aatagaatatcgaggcatgtccag 186 
agcaccgtggggatgaag 

aatagaatatcgaggcatgtccag 181 
cgtggggatgaagtcgtagc 

aatagaatatcgaggcatgtccag 
gttgtctgctccgtctggttc 141 

cagcacacctccaacctcag ige 
ccacgtgattgtctaggttttglc 



13 
15 

13 
16 

13 
17 

18 
19 



MTR 
MTR 

H1F3 
H1F3 



MTR-D919G-S 
MTR-D919G-as 



H1F3-S 
H1F3-as 



ctacaccagttttatcatcttttgctc 
aacaagcaaaaatctgtttctaccac 



182 



tggctccttcaaactcaacaag 318 
ttcggcttccccgacttag 

b. Reaktionsmix fiir die Polymerasekettenreaktion 



20 
21 

22 
23 



(0047] Die Zusammensetzung des Reaktionsmixes fiir die Polymerasekettenreaktion ist in Tabeile 4 wieder- 
gegeben. 

[0048] Tabeile 4: Reaktionsmix fiir 50 pl-PCR-Reaktionen. Die Angaben in Klammern geben die gesamte 
mogliche Breite des genannten Parameters an. Die Ansatze unter a) oder b) stellen Alternativen dar. 



a 



Jeder PCR-Primer 
humane genomische DNA 
dNTPs (jedes) 

HotStar-Taq DNA Polymerase 

lOx buffer 



400 nM{100-800nM) 
100 ng (20 - 250 ng) 

250 pM (Amersham Biociences. Freiburg, 

Deutschland) (200 - 500 pM) 

5 U (Qiagen. Hilden, Deutschland) 

(2.5- 10 U) 
5 ML (Qiagen) 



Oder 
b 



Jeder PCR-Primer 
humane genomische DNA 
dNTPs (jedes) 



800 nM (100- 1200 nM) 
100 ng (20-250ng) 
200 pM (Amersham Biociences) 
(200 - 500 pM) 

AccuPrime-Taq DNA Polymerase 10 U (Invitrogen. Paisley. GB) (2.5 - 20 U) 
1 0x Puffer 5 pL (Invitrogen) 

[0049] Die Multiplex-PCR-Reaktionen nach a) oder to) warden nach dem folgenden Protokoll in einem Per- 
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kin-Elmer 9600 Thermocycler (PE Biosystems, Langen, Deutschland) durchgefuhrt: Denaturierung. ein Zyklus 
bei 95X (92 bis 95X) fur 15 min (1-15 min); Amplifizierung in 35 Zyklen (20-45 Zyklen) mit Denaturierung bei 
94X (92-95°C) fur 1 min. Annealing bei 56X (52 bis 62X) fur 2 min (2-4 min) und Verlangerung bei 68**C 
{66~72X) fur 1 min (0-10 min); anschlieRende Verlangerung. ein Zyklus bei 68X <60-72'C) fur 5 min (5-30 
min). Die relative Ausbeute und die Grofle der einzelnen Fragmente wird mittels Kapiliarelektrophorese in ei- 
nem ABI Prism 310C Oder einem ABI Pruism 3100 Avant DNA-Sequenziergerat (Applied Biosystems. Weiter- 
stadt. Deutschland) bestimmt. Allernativ zu den Multiplex-PCR-Methoden a) und b) wurde das Multiplex 
PCR-Kit der Firma Qiagen (Hilden. Deutschland), in Verbindung mit jeweils 100 bis 1200 nM PCR-Primer und 
20 bis 250 ng humaner, genomischer DMA und den im vorhergehenden Absatz beschriebenen Ampllfikations- 
schritten verwendet. 

c. Herstellung von DNA Test-Arrays in Array-Tubes 

[0050] Die PCR-Produkte v^erden ml! Immobilisierten DNA-Proben in Reaktionsgefaden (Array-Tubes) hyb- 
ridsiert. wie in der deutschen Palentanmeldung 102 01 463.9, "Reaktionsgefafi zur Durchfiihrung von Ar- 
ray-Verfahren" beschrieben (siehe oben). Die Technik zur Deteklion der Interaktion der PCR-Produkte mit dem 
Array ist Gegenstand der internationalen Patentanmeldung PCT/EP 01/07575 "Verfahren zum qualitativen 
und/oder quantitativen Nachvy/eis von molekularen Wechselwirkungen auf Sonden-Arrays" (siehe oben). Die 
Sonden auf dem Array bestehen aus synthetischer einzelstrangiger DNA mit kovalent gebundenem Aminolink 
am 5-Ende (MWG Biotech).. Alle venwendeten Sonden sind in der Tabelle 5 aufgefuhrt. 
[0051 ] Die Sonden wurden so ausgesucht, dad sie entweder die Wildtypsequenz Oder die an der Position des 
Polymorphismus entsprechend veranderte Sequenz reprasentieren. Die Sonden werden auf das Array aufge- 
bracht, indem entweder herkommliche Spotting-Verfahren mit einem MicroGrid II Microarray Spotter (Bioro- 
botics Ltd., Cambridge, GB) auf Glasobjekltragern mit Epoxy-modifizierter Oberflache venA^endet werden oder 
eine in situ-Synthese durchgefuhrt wird. wie sie auf Seite 61 der deutschen Patentanmeldung 102 01 463.9 
(siehe oben). Die Sonden werden In einer Losung aus 0.1 M Na3P04, 2.2 % Na2S04, pH 9.0 aufgebracht. Da- 
nach werden die Amino-modifizierten Sonden durch 30-minutiges Backen bei 60**C kovalent an die Epoxygrup- 
pen der Objekttrageroberflache gebunden. 

[0052] Die Mittelpunkte benachbarter Spots haben einen Abstand von 200 pm, die gesamte Flache eines Ar- 
rays betragt 2,4 « 2.4 mm. Auf diese Weise konnen mehr als 1 00 identische Arrays auf einem einzigen Objekt- 
trager der Grolie 75 x 25 mm erstellt werden. £in einzelnes Array besteht dabei aus 12 x 10 = 120 Spotposi- 

tionen. 

[0053] Die Spots der audersten Reihe auf jeder Seite des Arrays werden fur Kontrollen der Silberfarbung ge- 
nutzt, so daR 100 Spots ubrigbleiben. die folgendermafien genutzt werden: 

1 . Zur Alleldetektion; wie oben beschrieben. (Dm die Effizienz der Hybridisierungsreaktion zu ubenwachen. 
wird jede Sonde doppett oder dreifach gespottet). 

2. Zur Kontrolle der PCR-Effizienz (Jede Sonde wird ubiichenweise doppelt gespottet). 

3. Zur Kontrolle der Hybridisierungstemperatur. 

D. KontroHspots fiir die DNA-Test-Arrays in Array-Tubes 

{0054] Zusatzlich zu den Sonden, die zur Detektion der genetischen Varianten genutzt werden, weist das Ar- 
ray KontroHspots auf, die zur Qualitatskontrolle des Spotting und als Markierungen fur die Orientierung des Ar- 
rays bei der Auswertung dienen. Im einzelnen enthalt der Array folgende vier Typen von KontroHspots: 

a. Kontrolle der Silberfarbung 

(00551 2wei verschiedene Oligonukleotide (Bio-Pi cctctgcagactactattac und Bio-Pi* gtaatagtagtctgcagagg), 
die eine 5*-Aminomodifizierung und eine 3'-Biotinmarkienjng aufweisen, werden in aquimolarem Verhaltnis ge- 
mischt und an sieben Positionen in den beiden aufiersten Reihen des Arrays gespottet. Diese Sonden dienen 
als Kontrolle fur die Silberfarbungsreaktion. Aulierdem werden diese Spots genutzt, um das Array bei der Aus- 
wertung im Array-Lesegerat korrekt auszurichten. 

b. Kontrolle der Effizienz der Polymerasekettenreaktion 

[0056] Mit Hilfe amplikonspezifischer Sonden wird uberpruft, ob ausreichende Mengen der acht PCR-Produk- 
te gebildet werden. Die Sequenzen dieser Sonden unterscheiden sich von denjenigen. die zur Detektion der 
Polymorphismen eingesetzt werden und enthalten keine bekannten Mutationen. Die venA/endeten Oligonukle- 
otide wurden so ausgesucht, dad ihre theoretische Schmelztemperatur 5 bis 8X iiber derjenigen der Sonden 
liegt, die zur Detektion der Polymorphismen eingesetzt werden. Die verwendeten Sonden sind in Tat>eHe 6 auf- 
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c. Kontrolle der Arrayqualitat 

[0057] Der Spottingpuffer wird wir oben beschrieben zusammengesetzt. Er eriaubt eine Visualisierung der 
Spots vor der Hybridisierung. Dies ermoglicht es, die Qualilal und Morphologie der Spots jedes Arrays im Ar- 
ray-Lesegerat vor der Hybridisierung zu beurteilen. Nicht gewaschene Array-Tubes werden im Dunkeln bei 
Raumlemperatur gelagert. Nach bis zu dreimonatiger Lagerung ist keine detektierbare Verringerung der Hyb- 
ridisierungssignale festzustellen und die Array-Tubes konnen direkt ohne weilere Behandlung verwendet wer- 
den. 

d. Kontrolle der Hybridisierungsbedingungen 

[0058] Die VenA/endung der geeigneten Hybridiserungstemperatur wird ermittelt, indem zwei der Sonden ver- 
wendet werden. die in Tabelle 7 aufgefuhrt sind. 

[0059] Wenn die Hybridisierungstemperatur zu niedrig war. geben beide Sonden ein Hybridisierungssignal. 
war die Temperatur zu hoch, reagiert keine der beiden positiv. Die gewiinschte Nybridisierungstemperatur gibt 
nur ein Signal und zwar bei dem Spot, der die langere Sonde enlhalt. Ein zusatzliches PCR-Produkt. das eine 
Sequenz des hochkonservierten Histons H1 F3 enthalt, dient als Probe fur diese Sonden. Die kon-espondieren- 
den PCR-Primer (H1F3-S tggctccttcaaactcaacaag and H1F3-as ttcggcttccccgacttag) werden in die Multip- 
lex-PCR-Reaktion integriert. Das resultierende PCR-Produkt besteht aus 318 bp. 

Tabelle 5: DNA-Sonden fiir den Thrombophllle-Chip im Array-Tube-Format 

[0060] Die Abkurzung "pm" gibt an, daft es sich bei der jeweiligen Sonde urn einen "perfect match" mit der 
Wildtyp-Sequenz handelt, wahrend "mm" auf den "mismatch" mit dem Wildtyp hinweist. 
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Gen 


Name der Sonde 


5'-3' Seauenz 




1 dlMvH V 


F kV- 1 RQ 1 -nmP 


l\^ldl\v.#Lrlwy OUllJ LLrO 


Od 




kV- 1 RQ 1 -mmT 

iaf\V" ILIi7 1*^1111111 


Id 1 1 V/O I ly ly U 


9^ 
ZO 




F;^ kV- 1 RQ 1 -mmT 

IOl\V~ IVJ^ 1*11 II II 1 


uiy id I looiiy ov/iy luu 


9R 




F^i kV-l RQ1 -mmA 

1 cIInV"' I US/ 1 1 1 ill IM 


ly Id iiouidy wuiy lOw 


97 




FakV-1691.mmA 


o ly id i i^^ idy ly iOv« 


9ft 




r al\V"" 1 U57 I'llllllw 


ly idiiouiyy uuiy luG 


9Q 




FAKV-R306-pmC 


tcttaagattcctggttttctt 


30 




FAKV-R306-mmG 


tcttaagattcgtggttttctt 


31 




FAK\/-R*^nR-mmA 
I M r\ V - rxO UU-f 1 1 1 TIM 


luiiddydUudiyyiiiicu 






FAKV-R'^OR-mmT 
nMr\V"r\ov/u iiiiii i 


ioiiddydiioiiyyii.iiuii 


Oo 


Fpikfnr il 


Fpi k 1 1 -9 n 9 1 D-n mP 


a''*'9ayyoicgcigdgdg 






1 oii\ll""^L/^ IV/'*tlilll 1 


a'-iydyyougcigdydg 






Fakll-20210-mmT 


attgaggcttgctgagagt 


36 




Fak!l-20210-mmA 


attgaggctagctgagag 


37 




1 dlVII-^L/^ IU-iIimIM 


dugdggcidgcigagagi 


OO 




Pakll-9n9in mmf^ 


angaggciggcigagag 


oy 


PAH 
1 MI 1 


PAH -incr^-4nm 
I Ml 1 ~ll ioO*^pill 


yuiydcicc ccdcgiyi 


AH 




PAM -incr^-Anm 
r Ml 1 -li loO'^pi 1 1 


uiydoiuc v/Cdcgiyic 


*f 1 




DAM Inr^r^ A w^rm^ 

KAI 1 -inso-4pm 


ctgactcc ccacgtgt 


42 




PAI1-insG-5mmC 


ctgactcccccacgtgt 


43 




PAM-insG-mmA 


ctgactccaccacgtgt 


44 




PAI1-insG-mmA 


gctgactccaccacgtgt 


45 
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PAII-insG-mmT 


ctgactcctccacgtgt 


46 


PAII-insG-mmT 


gctgactcctccacgtgt 


47 


PAI1-insG-mmG 


ctgactccgccacgtgt 


48 


PAI1-insG-4pm 


ggctgactcc ccacgt 


49 


PAI1-insG-5mmC 


gctgactcccccacgt 


50 


PAII-insG-mmA 


ggctgactccaccacgt 


51 


PAII-insG-mmA 


gctgactccaccacgt 


52 


PAII-insG-mmT 


ggctgactcctccacgt 


53 


PAII-insG-mmT 


gctgactcctccacgt 


54 


PAII-insG-mmG 


gctgactccgccacgt 


55 



Tabelle 5 (Fortsetzung): DNA-Sonden fur den Thrombophilie-Chip im Array-Tube-Format 



MTHFR MTHFR-677pmG 


atgaaatcggctccxjg 


56 


MTHFR-677pmG 


aaatcggctcccgcag 


57 


MTHFR-677mmA 


gatgaaatcgactcccg 


58 


MTHFR-677mmA 


atgaaatcgactcccg 


59 


MTHFR-677mmA 


gaaatcgactcccgcag 


60 


MTHFR-677mmA 


aaatcgactcccgcag 


61 


MTHFR-677mmT 


gatgaaatcgtctcccg 


62 


MTHFR-677mmT 


atgaaatcgtctcccg 


63 


MTHFR-677mmT 


gaaatcgtctcccgcag 


64 


MTHFR-677mmT 


aaatcgtctcccgcag 


65 


MTHFR-677mmC 


atgaaatcgcctcccg 


66 


MTHFR-677mmC 


aaatcgcctcccgcag 


67 



MTHFR-1298pmT aaagacactttcttcactggtc 68 

MTHFR-1298pmT caaagacactttcttcactggt 69 

MTHFR-1298mmG aaagacacttgcttcactggg 70 

MTHFR-1298mmG aaagacacttgctctactggtc 71 

MTHFR-1298mmA aaagacacttacttcactggtc 72 
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MTHFR-1298mmC aaagacacttccttcactggt 73 



CBSins68pm 


acccttcggqatccac 

<b7 


74 


CBSins68pm 


ttcgggatccacccc 

www 


75 


CBSins68mm 


ccccaatgatctgcaga 

W WW 


76 


CBSins68mm 


aaaagccccacctgga 

W WW 


77 


CBSIns68 


cccacctggatgatccac 


78 


CBSins68 


cccacctggatgatcca 


79 


CBSins68 


gccccacctggatgatc 


80 


CBSins68 


cccaato atctci ca a ao Q 


81 

w • 


CBSins68 


ccccaatgatctgcagag 


82 


CBSins68 


caccccaatgatctgcag 


83 


CBSins68 


cccagtgatctgcagagg 


84 


CBSins68 


ccccagtgatctgcagag 


85 


CBSins68 


caccccagtgatctgcag 


86 



Tabelle 6 (Fortsetzung): DNA-Sonden fur den Thrombophille-Chip im Array-Tube-Format 



MTR - MTR-D919G-pmT 
MTR-D919G-pmT 
MTR-D919G-pmT 
MTR-D919G-mmC 
MTR-D919G-mmC 
MTR-D919G-mmC 
MTR-D919G-mmC 
MTR-D919G-mmC 
MTR-D919G-mmC 
MTR-D919G-mmA 
MTR-D919G-mmA 
MTR-D919G-mmA 



gactcataatggtcctgtctaata 87 

gagactcataatggtcctgtcta 88 

cataatggtcctgtctaatatctt 89 

gactcataatggccctgtctaata 90 

actcataatggccctgtctaata 91 

actcataatggccctgtctaat 92 

gagactcataatggccctgtcta 93 

agactcataatggccctgtcta 94 

gagactcataatggccctgtct 95 

gactcataatggacctgtctaata 96 

gactcataatggacctgtctaat 97 

actcataatggacctgtctaata 98 
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MTR-D919G-mmA 
MTR-D919G-mmA 
MTR-D919G-mmA 
MTR-D919G-mmA 
MTR-D919G-mmA 
MTR-D919G-mmA 
MTR-D919G-mmG 
MTR-D919G-mmG 
MTR-D919G-mmG 
MTR-D919G-mmG 
MTR-D919G-mmG 
MTR-D919G-mmG 
MTR-D919G-mmG 
MTR-D919G-mmG 
MTK-D919G-mmG 



gagactcataatggacctgtcta 99 

agactcataatggacctgtcta 100 

gagactcataatggacctgtct 101 

cataatggacctgtctaatatctt 102 

ataatggacctgtctaatatctt 103 

cataatggacctgtctaatatct 104 

gactcataatgggcctgtctaata 105 

actcataatgggcctgtctaata 106 

actcataatgggcctgtctaat 107 

gagactcataatgggcctgtcta 108 

agactcataatgggcctgtcta 109 

agactcataatgggcctgtct 1 1 0 

cataatgggcctgtctaatatctt 111 

ataatgggcctgtctaatatctt 1 1 2 

ataatgggcctgtctaatatct 1 1 3 
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Tabelle 6: DNA-Sonden fiir den Thrombophilie-Chip im Array-Tube-Format; Kontrollen fiir den Nachweis der 
PCR-Amplikons. (Die Abkurzung KS bezieht sich auf die "Kontrollfunktion" der jeweiligen Sonde) 

Gen Name der Sonde 5'-3' Sequenz Seq.-ID-No. 

Factor V FakV-306-KS acttgtccatattcgctggtattac 114 

FakV-306-KS gtcccaaatgacttcctctgc 115 

FakV-506-KS ccagaagaaattctcagaatttctg 116 

FakV-506-KS tccacgtcactgtagtatggtctt 117 

Factor II Fakll-20210-KS gtattactggctcttcctgagcc 118 

FakI 1-202 1 0-KS aaataattctttcacgggattgg 1 1 9 

PAI1 PAII-insG-KS aacagaggadcttggtctttcc 120 

PAII-insG-KS ctctcttgtgtcaacaaccttgtc 121 

MTHFR MTHFR-677-KS ttcacaaagcggaagaatgtg 122 

MTHFR-677-KS cttcaggtcagcctcaaagct 123 

MTHFR-1298-KS gggacttgctcttcaggtagaag 124 

MTHFR-1298-KS ccactccagcatcactcacttt 125 

CBS CBS-KS accgtggggatgaagtcgta 126 

CBS-KS ttgtctgctccgtctggttc 127 

CBS-KS gcggcttcagggctcaag 128 

MTR MTR-919-KS cctcaaagtattcatcctttagatttt 129 

MTR-919-KS ctaacagctgggaacactgaaaa 130 
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Tabelle 7: DNA-Sonden fiir den Thrombophilie-Chip im Array-Tube-Format; Kontrolten fur die korrekte Hybri- 

disierungstemperatur. 

gen Name der Sonde 5'-3' Sequenz Seq.-ID-No. 



H1F3 H1F3-a-29 


gcatcaaaaagactcctaagaaggtaaag 1 31 


H1F3-a-28 


□catcaaaaaaactcctaaaaaaataaa 


132 


H1F3-a-27 


QCdtcddddaaactcctaaoaaaataa 




H1F3-a-26 


Qcatcdaaaaaactcctaaaaacinta 


134 


H1F3-a-25 


Qcatcaaaaaaactccta;?n;);)nnt 


13R 
1 oo 


H1F3-a-24 


Qcatcaaaaaa?)r!tnntA^npAnn 

vci O OO O ^ O V I WW ICI O M CI CIm g 


13R 

1 Ow 


H1F3-a-23 


gcatcaaaaagactcctaagaag 


137 


H1F3-a-22 


gcatcaaaaagactcctaagaa 


138 


H1F3-a-21 


n fi3 1 #4 p p n pfpot 9 9 o a 

^ ioo a a a a ^ CI lo o y Cl 


i09 


H1F3-a-20 


n n?l t HP ?4 51 P p n a r^p'f a a n 
^ V/Q CI ci o CI y ci\.# luolo a y 


1 AO 


H1F3-a-19 


^ i.VHa a d CI o y d uiwrU la a 


1 


H1F3-a-18 


n CP t riP p p p p n p r*t pota 
^ wci ii.^ o aa ci y dO lOU let 


iAO 


H1F3-a-17 


n ftp tnp p pp p n p r*tcf^ 

v| wo loa a ao OM o wlv/wl 


IHO 


H1F3-a-16 


nnptnpppppnppfcp 

^ wo iwoociaaMCiwiw^ 




H1F3-b-25 


QOtQaflPPCPPr^tpPnf^PPPPPPPP 

o a oo \^o \^ O LOO ^ w^^CI d O d O d d 




H1F3-b-24 


GotQaapanppptnpnpppppppp 

\^ \^ a a oo oo v# w Loa y \^V^d d d d dd 


1 HO 


H1F3-b-23 


ggtgaaaacacctcagccaaaaa 


147 


H1F3-b-22 


QQtaaaaacacctcanpppppp 


1 •to 


H1F3-b-21 


ggtgaaaacacctcagccaaa 


149 


H1F3-b-20 


ggtgaaaacacctcagccaa 


150 


H1F3-b-19 


ggtgaaaacacctcagcca 


151 


H1F3-b-18 


ggtgaaaacacctcagcc 


152 


H1F3-b-17 


ggtgaaaacacctcagc 


153 


H1F3-b-16 


ggtgaaaacacctcag 


154 




E. Hybridisierung von ONA-Arrays in Array-Tubes 





[0061] Nachdem die Sonden auf die Obejekttrageroberflache aufgebracht worden sind, werden die Objekt- 
trager in einerfeuchten Kammer bei 37**C fur 30 min inkubiert. Die PCR-Primer. die verwendet werden. um die 
Proben fiir die Hybridisierung auf dem DNA-Array zu generienen. sind an ihrem 5'-Ende kovalenl mit Biotinmar- 
klert. 

[0062] Vor der Hybridisierung des PCR-Reaktionsansatzes im Array-Tube werden 150 pi Hybridisierungslo- 
sung hergestellt. indem 5 bis 50 pi des PCR-Reaktionsansatzes mit 145 bis 100 \}\ des Hybridlsierungspuffers 
(SDNA-Puffer, 2 x MES Puffer Oder 6 x SSPE/0,1% SDS-Puffer; Tabelle 2) versetzt und 4 min bei 98**C inku- 
biert werden. Die Hybridisierungslosung wird in das An-ay-Tube^egeben und fiir 90 min bei 30X und 350 Um- 
drehungen pro Minute (Upm) ineinem Themnoschuttter<Eppendorf, Hamburg, Deutschland) inkubiert. Die Hy- 
bridisierungslosung wird abgesaugt und 500 pi, auf 55*C vorgewarmter Hybridisierungspuffer (3DNA-Puffer. 2 



18/59 



BMSOOaO: ^ t0237D7aA1 I > 



DE 102 37 073 A1 2004.02.19 



X MES Puffer oder 6 x SSPE/0.1% SDS-Puffer) zugegeben und bei 55°C und 350 Upm fur 10 min inkubiert. 
Dann wird der Inhalt des Array-Tubes abgesaugt und durch 500 jjI Waschlosung 1 ersetzt. mit der das Ar- 
ray-Tube 10 min bel 30°C und 750 Upm inkubiert wird. Das Array-Tube wird wieder leergesaugt und 500 p' 
Waschlosung 2 zugegeben und 10 min bei 20*C und 750 Upm inkubiert. Wieder wird das Array-Tube leerge- 
saugt und das Array mit 150 pi Blockierungslosung. die aus 2% entfettetem Milchpulver ("Lasana" oder "Ma- 
germllchpulver". Applichem, Darmstadt. Deutschland) in Hybridlsierungspuffer (3DNA-Puffer. 2 x MES Puffer 
Oder 6 x SSPE/0.1% SDS-Puffer) besteht, fur 15 min bel 30°C und 350 Upm inkubiert. Das Array-Tube wird 
leergesaugt und 150 pt Streptavidin-Gold-Konjugat-Losung (Goldpartikel: 5 bzw, 6 nm; British Biocell Ltd.. Car- 
diff. GB Oder Aurion N.V.. Wageningen, NL) zugegeben und fur 15 min bei 30X und 350 Upm inkubiert. Dann 
wird der Inhalt des Array-Tubes abgesaugt und durch 500 pi Waschlosung 1 ersetzt, mit der das Array-Tube 
10 min bei 30°C und 750 Upm inkubiert wird. Das Array-Tube wird wieder leergesaugt und 500 pi Waschlosung 
2 zugegeben und 10 min bei 20°C und 750 Upm inkubiert. Das Array-Tube wird nun zum letzten Mai leerge- 
saugt und gewaschen. indem 500 pi Waschlosung 3 zugesetzt werden und fiir 10 min bei 20X und 750 Upm 
inkubiert wird. 

F. Entwicklung des Array-Tubes 

[0063] Das Array-Tube-Lesegerat {AT-01, ClonDiag GmbH, Jena bzw. seine Folgeprodukte) wird auf seine 
Betriebstemperatur von 25X vorgeheizt und derGrauwert eingestellt. Die Entwicklungslosung {British Biocell, 
UK Oder Aurion, NL) wird prapariert, indem gleiche Volumina von "Initiator"- bzw. "Developer"- und "Enhan- 
cer"-L6sung gemischt und fiir 1 min bei 25°C inkubiert werden, 150 pi dieser Entwicklungslosung werden in 
das Array-Tube gegeben. Die Entwicklung der Silberfarbung wird beobachtet, indem wahrend eines Zeitrau- 
mes von 40 min Bilder des Arrays in 20 sec-lnlervallen im Array-Tube-Lesegerat aufgenommen werden. 

G. Auswertung des Array-Tubes 

[0064] Fur jede Sonde auf dem DNA-Array wird die Intensitat der Silberfarbungsreaktion ermittelt, wie es in 
der internationalen Patentanmeldung PCT/EP 01/07575 (siehe oben) beschrieben ist. das bereits weiter oben 
zitiert wurde. Basierend auf der relativen Signalintensitat fiir jede Sonde, wird der Status der untersuchten Pro- 
be als homozygot Wildtyp (bei ausschlieHlicher Hybridisierung mit der Sonde mit zum Wildtyp komplementarer 
Sequenz), homozygot variant (bei ausschlieBlicher Hybridisierung mit der Sonde mit zum Polymorphismus 
komplementarer Sequenz) oder als heterozygot (bei Hybridisierung mit beiden, der Wildtyp-spezifischen und 
der Polymorphismus-spezifischen, Sonde, aber nicht mit den ubrigen Sonden des Arrays). Ein typisches Er- 
gebnis einer solchen Hybridisierung im Array-Tube-Format ist in Abb. 1 dargestellt 

Ausfuhrungsbeispiel 2 

Detektion genetischer Polymorphlsmen mit Hilfe "gespotteter DNA-Arrays auf Glasobjektragern" 

MATERIAL UND METHODEN 
A. Liste der verwendeten Puffer 
[0065] Die Puffer, sind in Tabelle 2 aufgefuhrt. 

B. Multiplex-PCR-Reaktion 

[0066] In der PCR-Reaktion zur Amplifiziemng derGensequenzen aller Allele, der Tabelle 1 . werden die Pri- 
mer aus der Tabelle 3 verwendet. Der PCR-Reaktionsmix entspricht den Angaben aus der Tabelle 4. Die 
Durchfuhrungsbedingungen fiir die Multiplex-PCR-Reaklion sind im Abschnitt "b. Reaktionsmix fiir die Poly- 
merasekettenreaktion" dargestellt. 

C. Herstellung von DNA Test-Arrays auf Glasobjekttragern 

[0067] Die Sonden auf dem Array bestehen aus synthetischer einzelstrangiger DNA mit kovalent gebunde- 
nem Aminolink am 5'-Ende (MWG Biotech). Die Sonden sind in Tabelle 4 aufgefuhrt. Die Sonden wurden so 
ausgesucht, daR sie alle an der Position des Polynrrarphismus moglrchen vier Nukleotide reprasentieren. Jede 
Sonde wird iiblicherweise als Block von fiinf benachbarten Spots auf dem Array angeordnet. Die Sonden wer- 
den auf das Array aufgebracht, indem herkommllche Spottlng-Verfahren mil einem MicroGrid II Microarray 
Spotter <Bbrobotics Ltd., Camt>rklge.GB) aufOlasobjekttragern mitCpoxy-nnodifizierter Oberflache verwendet 
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werden. 

(0068] Die Sonden werden als 10 MM-L6sung in einem Puffer aus 150 mM Natriumphosphat. 0.005% (w/v) 
Natrlumdodecylsulfat. pH 8.5 oder 50 mM Natriumphosphat. 0.0025 % <w/v) Natriumdodecylsulfat. pH 8.5 auf- 
gebracht. Die gespotteten Objekttrager werden bei 60°C fur 30 min gebacken. urn die Amino-modifizierten 
Sonden kovalent an die Epoxygruppen auf der Glasoberflache zu binden. Die hergestellten Spots haben einen 
Durchmesser von circa 150 pm. die Mittelpunkte benachbarter Spots haben einen Abstand von 400 pm. 

D. Kontrollspots fur die DNA-Test-An-ays auf Glasobjekttragern 

[0069] Zusalzlich zu den Sonden. die zur Detektion der genetischen Varianten genutzt werden, weisl das Ar- 
ray Kontrollspots auf. die zur Qualllatskonlrolle des Spotting und als Markierungen fur die Orientierung des Ar- 
rays bei der Auswertung dienen. Im einzelnen enthalt der Array folgende vier Typen von Kontrollspots: 

a. Kontrolle des Fluoreszenzsignals 

[0070] Ein Oligonukleotid {Cy3-Sonde. 5-agagagagagag-3'). das eine 5'-Amino-Modifizierung und eine 
3 -Cy3-Markierung aufweist. wird an funf bis zehn randstandigen Positionen des Arrays gespottet. Diese Spots 
dienen als Kontrolle fur die Fluoreszenzdetektion. Das entstehende Spotmuster wird aufierdem genutzt. urn 
die Orientierung des Arrays im Lesegerat zu bestimmen. 

b. Kontrolle der Effizienz der Polymerasekettenreaktion 

[0071 ] Mit Hllfe ampllkonspezifischer Sonden wird uberpruft, ob ausreichende Mengen der acht PCR-Produk- 
te gebildet wurden. Die Sequenzen dieser Sonden unterscheiden sich von denjenigen, die zur Detektion der 
Polymorphismen eingesetzt werden und enthalten keine bekannten Mutationen. Die verwendeten Oligonukle- 
otide wurden so ausgesucht, daB ihre theoretische Schmelztemperatur 5 bis 8X uberderjenigen der Sonden 
iiegt. die zur Detektion der Polymorphismen eingesetzt werden. Die verwendeten Sonden sind in Tabelle 6 auf- 
gefiihrt. 

c. Kontrolle der Arrayqualitat auf dem Glasobjekttrager 

[0072] Jeder gespottete Slide wird mit der hochstmoglichen Verstarkungsrate im Affimetrix ArrayScanner 428 
(Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA) untersucht. Unterdiesen Bedingungen istdie AutofluoreszenzderDNA 
ausreichend, urn die Spots sichtbar zu machen und somit ihre Qualitat und Morphologic zu teurteilen. AuBer- 
dem ist jeder zehnte gespottete Objekttrager ein "QMT VisArray Slide" (Quantifoll, Jena. Deutschland). der 
Spots als dunkelblaue Punkte vor gelbem Hintergrund sichtbar macht. 

d. Kontrolle der Hybridisierungsbedingungen 

[0073] Die Venwendung der kon-ekten Hybridiserungstemperatur wird ermittelt. indem zwei der Sonden, aus 
der Tabelle 7. in derselben Weise venvendet werden, wie es unter der Uberschrift "Kontrolle der Hybridisie- 
rungsbedingungen" im Abschnitt "D. Kontrollspots fur die DNA-Test-An^ays in Array-Tubes" beschrieben wird. 

E. Hybridisierung von DNA-An-ays auf Glasobjekttragern 

[0074] HybriWells (Schleicher & Schuell GmbH, Dassel, Deutschland) werden auf die Objekttrager geklebt. 
Anschlieftend werden die Objekttrager in die "Super-lnkubator 3002"-lnkubationskammem (Ogham GmbH. 
Munster, Deutschland) eingebracht, die vorher im Thermomixer, versehen mit MTP-Block (Eppendorf GmbH, 
Eppendort. Deutschland), auf 30**C vorgeheizt wurden. Die Hybridisierungslosung wirxJ hergestellt, indem 50 
pi des PCR-Reaktionsansatzes mit 200 pi des 3DNA-Puffer (Tabelle 2) versetzt und 4 min bei 98X inkubiert 
werden. Die Hybridisierunglosung wird in das HybriWell gegeben, das anschlieliend verschlossen wird. Der so 
behandelte Objekttrager wird fur 90 min bei SO^'C inkubiert. um den PCR-Produkten die Hybridisierung mit den 
gespotteten DNA-Sonden auf dem Array zu ermoglichen. Nach der Hybridisierung wird das HybriWell vom Ob- 
jekttrager entfernt und die Objekttrager werden, paanweise mit der gespotteten Oberflache nach aulien, fur 10 
min in ein FarbegefaB mit 100 ml, auf 55°C vorgeheizten, 3DNA-Puffer inkubiert. Die Objekttrager werden an- 
schlieHend dann einmal fur 10 min bei 30X in Waschlosung 1, einmal bei Raumtemperatur in Waschlosung 2 
und einmal bei Raumtemperatur in Waschlosung 3 inkubiert und anschlieBend im Stickstoffetrom oder einer- 
Objekttragerzentrifuge (TeleChem Ltd., Sunnyvale. CA. USA) getrocknet. 
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F. Detektion von DNA-Arrays auf Glasobjekttragern 

(0075] Die Detektion der Fluorszenzsignaie erfolgt unter Verwendung des Cyanin3 (Cy3)-Kanals eines Fluo- 
reszenzscanners (Array Scanner 428, Affymetrix Inc.. Santa Clara, CA. USA) bei 570 nm. Das gemessene 
Spotsignal, in diesem Fall das Cy3-Slgnal, ist dabei proportional zur Menge der an die korrespondierende Son- 
de gebundenen Zielmolekule. 

[0076] G. Auswertung von DNA-Arrays auf Glasobjekttragern Fur jede Sonde auf dem DNA-Array wird die 
Intensitat des Fluoreszenzsignals mit Hllfe der IconoClust Software (ClonDiag Gnr>bH. Jena, Deutschland) er- 
mittell. Basierend auf der relativen Signalintensitat fur jede Sonde, wird der Status der untersuchten Probe als 
homozygot Wildlyp <bei ausschlielilicher Hybridisierung mit der Sonde mit zum Wildtyp komplementarer Se- 
quenz). homozygot variant <bei ausschlieRlicher Hybridisierung mit der Sonde mit zum Polymorphismus kom- 
plementarer Sequenz) Oder als heterozygot (bei Hybridisierung mit beiden, der Wildtyp-spezifischen und der 
Polymorphismus-spezlfischen. Sonde, aber nicht mit den ubrigen Sonden des Arrays). 
[0077] Ein typisches Ergebnis einer solchen Hybridisierung mit einem Glasobjekttrager ist in Abb. 2 darge- 
stellt. 
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SEQUENCE LISUNG 
<110> Ogham GmbH Diagnostics 
< 12 0> Thrombose -Chip 
<130> 44 648 K 
<160> 154 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

agaaaatgat gcccagtgct taac 
24 



<210> 2 

<211> 25 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

ccattattta gccaggagac ctaac 
25 



<210> 3 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 

tgggatgcag gcttacattg 
20 



<210> 4 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 

agtggtatga accccaacaa etc 
23 
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<210> 5 

<2 1 1 > 24 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 5 

acagaaggtc attgatcagt ttgg 
24 



<210> 6 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 6 

accaggtggt ggattcttaa gtc 
23 



<210> 7 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 7 

ctctcctgac tgtcatccct attg 
24 



<210> 8 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 8 

cacctggatg ggaaagatcc 
20 



<210> 9 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 9 

acgatggggc aagtgatg 
18 
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<210> 10 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 10 

gtgcatgcct tcacaaagc 
19 



<210> 11 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 11 

tggggagctg aaggactact acc 
23 



<210> 12 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 12 

caggatgggg aagtcacagc 
20 



<210> 13 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 13 

aatagaatat cgaggcatgt ccag 
24 



<210> 14 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 14 

actcgaccta ccgtcctgtc c 
21 
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<210> 15 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 15 

agcaccgtgg ggatgaag 
18 



<210> 16 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 16 

cgtggggatg aagtcgtagc 
20 



<210> 17 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 17 

gttgtctgct ccgtctggtt c 
21 



<210> 18 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 18 

cagcacacc t ccaacctcag 
20 



<210> 19 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 19 

ccacgtgatt gtctaggttt tgtc 
24 
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<210> 20 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 20 

ctacaccagt tttatcatct tttgctc 
27 



<210> 21 

<211> 26 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 21 

aacaagcaaa aatctgtttc taccac 
26 



<210> 22 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 22 

tggctccttc aaactcaaca ag 
22 



<210> 23 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 23 

ttcggcttcc ccgacttag 
19 



<210> 24 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 24 

tgtattcctc gcctgtcc 
18 
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<210> 25 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 25 

tgtattcctt gcctgtcc 
18 



<210> 26 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 26 

ctgtattcct t gcctgtcc 
19 



<210> 27 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 27 

tgtattccta gcctgtcc 
18 



<210> 28 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 28 

ctgtattcct agcctgtcc 
19 



<210> 29 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 29 

tgtattcctg gcctgtcc 
18 
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<210> 30 

<211> 22 

<212> DNA 

c213> Homo sapiens 



<400> 30 

tcttaagatt cctggttttc tt 
22 



<210> 31 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 31 

tcttaagatt cgtggttttc tt 
22 



<210> 32 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 32 

tcttaagatt catggttttc tt 
22 



<210> 33 

<211> 22 

<2 12> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 33 

tcttaagatt cttggttttc tt 
22 



<210> 34 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 34 

attgaggctc gctgagag 
18 
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<210> 35 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 35 

at tgaggct t gctgagag 
18 



<210> 36 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 36 

attgaggctt gctgagagt 
19 



<210> 37 

<211> 18 

< 2 1 2 > DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 37 

attgaggcta gctgagag 
18 



<210> 38 

<211> 19 

< 2 1 2 > DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 38 

attgaggcta gctgagagt 
19 



<210> 39 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 39 

attgaggctg gctgagag 
18 
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<210> 40 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<4 00> 4 0 

gctgactccc cacgtgt 
17 



<2 1 0> 4 1 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 41 

ctgactcccc acgtgtc 
17 



<210> 42 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 42 
Ctgactcccc acgtgt 
16 



<210> 43 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 43 

ctgactcccc cacgtgt 
17 



<210> 44 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 44 

ctgactccac cacgtgt 
17 
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<210> 46 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 4 5 

gctgactcca ccacgtgt 
18 



<210> 46 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 46 

ctgactcctc cacgtgt 
17 



<210> 47 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<4O0> 47 

gctgactcct ccacgtgt 
18 



<210> 48 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 48 

ctgactccgc cacgtgt 
17 



<210> 49 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 49 
ggctgactcc ccacgt 
16 
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<210> 50 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 50 
gctgactccc ccacgt 
16 



<210> 51 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 51 

ggctgactcc accacgt 
17 



<2io> 52 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 52 
gctgactcca ccacgt 
16 



<210> 53 

<211> 17 

< 2 1 2 > DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 53 

ggctgactcc tccacgt 
17 



<210> 54 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 54 
gctgactcct ccacgt 
16 
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<210> 55 

< 2 1 1 > 16 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 55 
gctgactccg ccacgt 
16 



<210> 56 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 56 
atgaaatcgg ctcccg 
16 



<210> 57 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 57 
aaa tcggc t c ccgcag 
16 



<210> 58 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 58 

gatgaaatcg actcccg 
17 



<210> 59 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 59 
atgaaatcga ctcccg 
16 
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<210> 
<211> 
<212> 
<213> 



60 
1 7 
DNA 
Homo 



sapiens 



<400> 60 

gaaatcgact cccgcag 
17 



<210> 61 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 61 
aaatcgac tc 



ccgcag 
16 



<210> 62 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 62 

gatgaaatcg tctcccg 
17 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 



63 
16 
DNA 
Homo 



sapiens 



<400> 63 
atgaaatcgt ctcccg 
16 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 



64 
17 
DNA 
Homo 



sapiens 



<400> 64 

gaaatcgtct cccgcag 
17 
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<210> 
< 2 1 1 > 
<212> 
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65 
16 
DNA 
Homo 



<400> 65 
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sapiens 



ccgcag 
16 



<2 10 > 66 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 66 
atgaaatcgc ctcccg 
16 



<210> 
<21 1 > 
<212> 
<213> 



67 
16 
DNA 
Homo 



sapiens 



<400> 67 
aaatcgcctc ccgcag 
16 



<210> 68 

<211> 22 

< 2 1 2 > DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 68 

aaagacactt tcttcactgg to 
22 



<210> 69 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 69 

caaagacact ttcttcactg gt 
22 
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<210> 70 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo 

<400> 70 
aaagacactt 



sapiens 



get tcactgg 
21 



<210> 71 

<211> 22 

<2 12> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 71 

aaagacactt gctctactgg to 
22 



<210> 72 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 72 

aaagacactt acttcactgg tc 
22 



<210> 73 

<211> 21 

< 2 1 2 > DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 73 

aaagacactt ccttcactgg t 

21 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 



74 
16 
DNA 
Homo 



sapiens 



<400> 74 
acccttcggg atccac 
16 
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<210> 75 

<211> 15 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 75 
ttcgggatcc acccc 
15 



<210> 76 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 76 

ccccaatgat ctgcaga 

17 



<210> 77 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 77 
aaaagcccca cc tgga 
16 



<210> 78 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 78 

cccacctgga tgat ccac 
18 



<210> 79 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 79 

cccacctgga tgatcca 
17 
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<210> 80 

<211> 17 

<212> DNA 

<213 > Homo sapiens 



<400> 80 

gccccacctg gatgatc 
17 



<210> 81 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<4 00 > 81 

cccaatgatc tgcagagg 
18 



<210> 82 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 82 

ccccaatgat ctgcagag 
18 



<210> 83 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 83 

caccccaatg atctgcag 
18 



<210> 84 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 84 

cccagtgatc tgcagagg 
18 
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<2 10> 85 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 85 

ccccagtgat ctgcagag 
18 



<210> 86 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 86 

caccccagtg atctgcag 
18 



<210> 87 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 87 

gactcataat ggtcctgtct aata 
24 



<210> 88 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 88 

gagactcata atggtcctgt eta 
23 



<210> 89 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 89 

cataatggtc ctgtctaata tctt 
24 
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<210> 90 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 90 

gactcataat ggccctgtct aata 
24 



<210> 91 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 91 

actcataatg gccctgtcta ata 
23 



c210> 92 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 92 

actcataatg gccctgtcta at 
22 



<210> 93 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 93 

gagactcata atggccctgt eta 
23 



<210> 94 

<211> 22 

<212> DNA 

<213 > Homo sapiens 

<400> 94 

agactcataa tggccctgtc ta 
22 
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<210> 95 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 95 

gagactcata atggccctgt ct 
22 



<210> 96 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 96 

gactcataat ggacctgtct aata 

24 



<210> 97 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 97 

gactcataat ggacctgtct aat 
23 



<210> 98 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 98 

actcataatg gacctgtcta ata 
23 



<210> 99 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 99 

gagactcata atggacctgt eta 
23 
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<210> 100 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 100 

agactcataa tggacctgtc ta 
22 



<210> 101 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 101 

gagactcata atggacctgt ct 
22 



<210> 102 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 102 

cataatggac ctgtctaata tctt 
24 



<210> 103 

<211> 23 

<212> DNA 

<213 > Homo sapiens 

<400> 103 

ataatggacc tgtctaatat ctt 
23 



<210> 104 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 104 

cataatggac ctgtctaata tct 
23 
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<210> 105 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 105 

gactcataat gggcctgtct aata 
24 



<210> 106 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 106 

actcataatg ggcctgtcta ata 
23 



<210> 107 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 107 

actcataatg ggcctgtcta at 
22 



<210> 108 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 108 

gagactcata atgggcctgt eta 
23 



<210> 109 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 109 

agactcataa tgggcctgtc ta 
22 
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<210> 110 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 110 

agactcataa tgggcctgtc t 
21 



<210> 111 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 111 

cataatgggc ctgtctaata tctt 
24 



<210> 112 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 112 

ataatgggcc tgtctaatat ctt 
23 



<210> 113 

c211> 22 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 113 

ataatgggcc tgtctaatat ct 
22 



<210> 114 

<211> 25 

<212> DNA 

<2 13 > Homo sapiens 

<400> 114 

acttgtccat attcgctggt attac 
25 
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<210> 115 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 115 

gtcccaaatg acttcctctg c 
21 



<210> 116 

<211> 25 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 116 

ccagaagaaa ttctcagaat ttctg 
25 



<210> 117 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 117 

tccacgtcac tgtagtatgg tctt 
24 



<210> 118 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 118 

gtattactgg ctcttcctga gcc 
23 



<210> 119 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 119 

aaataattct ttcacgggat tgg 
23 
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<2 10> 120 

<:211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 120 

aacagaggac tcttggtctt tec 

23 



<210> 121 

c211> 24 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 121 

ctctcttgtg tcaacaacct tgtc 
24 



<210> 122 

<211> 21 

<212> DNA 

c2l3> Homo sapiens 

<400> 122 

ttcacaaagc ggaagaatgt g 
21 



<210> 123 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 123 

cttcaggtca gcctcaaagc t 
21 



<210> 124 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 124 

gggacttgct cttcaggtag aag 
23 
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<210> 125 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 125 

ccactccagc atcactcact tt 
22 



<210> 126 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 126 

accgtgggga tgaagtcgta 
20 



<210> 127 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 127 

ttgtctgctc cgtctggttc 
20 



<210> 128 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 128 
gcggcttcag ggctcaag 
18 



<210> 129 

<211> 27 

<212> DNA 

<213 > Homo sapiens 

<400> 129 

cctcaaagta ttcatccttt agatttt 
27 
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<210> 130 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 130 

ctaacagctg ggaacactga aaa 
23 



<210> 131 

<211> 29 

<2 12> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 131 

gcatcaaaaa gactcctaag aaggtaaag 
29 



<210> 132 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 132 

gcatcaaaaa gactcctaag aaggtaaa 
28 



<210> 133 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 133 

gcatcaaaaa gactcctaag aaggtaa 
27 



<210> 134 

<211> 26 

<212> DNA 

<213 > Homo sapiens 

<400> 134 

gcatcaaaaa gactcctaag aaggta 
26 
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<210> 135 

<211> 25 

<2 12> DNA 

<:213> Homo sapiens 

<400> 135 

gcatcaaaaa gactcctaag aaggt 
25 



<210> 136 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 136 

gcatcaaaaa gactcctaag aagg 
24 



<210> 137 

<211> 23 

<2 12> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 137 

gcatcaaaaa gactcctaag aag 
23 



<210> 138 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 138 

gcatcaaaaa gactcctaag aa 
22 



<210> 139 

<211> 21 

<212> DNA 

<213 > Homo sapiens 

<400> 139 

gcatcaaaaa gactcctaag a 
21 
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<210> 140 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 14 0 

gcatcaaaaa gactcctaag 
20 



<210> 141 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<4 00 > 14 1 

gcatcaaaaa gactcctaa 
19 



<210> 142 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 142 
gcatcaaaaa gactccta 
18 



<210> 143 

<211> 17 

<212> DNA 

c213> Homo sapiens 

<400> 143 
gcatcaaaaa gactcct 
17 



<210> 144 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<40O> 144 
gcatcaaaaa gactcc 
16 
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<210> 145 

<211> 25 

<212> DNA 

<213 > Homo sapiens 

<4 00> 14 5 

ggtgaaaaca cctcagccaa aaaaa 
25 



<210> 146 

<211> 24 

<2 12> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 14 6 

ggtgaaaaca cctcagccaa aaaa 
24 



<210> 147 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 147 

ggtgaaaaca cctcagccaa aaa 
23 



<210> 148 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 148 

ggtgaaaaca cctcagccaa aa 
22 



<210> 149 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 149 

ggtgaaaaca cctcagccaa 
21 
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<210> 150 

<21 1 > 2 0 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 150 

ggtgaaaaca cctcagccaa 
20 



<210> 151 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 151 

ggtgaaaaca cc t cage c a 
19 



<210> 152 

<211> 18 

<212> DNA 

<2 13 > Homo sapiens 

<400> 152 
ggtgaaaaca cctcagcc 
18 



<210> 153 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 153 
ggtgaaaaca cctcagc 
17 



<210> 154 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 154 
ggtgaaaaca cctcag 
16 
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Patentanspmche 

1. Veffahren zum Bestimmen der genetischen Disposition eines Pa^^enten zur Tliromboseneigung, ge- 
kennzeichnet durch die Untersuchung mindestens zweier Nukleinsaureabschnitte aus dem Genom des Pati- 
enten und die anschlieftende multifaktorieile Auswertung der Untersuchungsergebnisse, wobei die Nuklein- 
saureabschnitte allelische Polymorphismus umfassen konnen. deren Vorhandensein infi menschlrchen Genom 
mit einer erhdhlen Thromboseneigung korreliert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , gekennzeichnet durch die Untersuchung mindestens zweier allelischer Po- 
lymorphismen aus der folgenden Gruppe: FakV-Leiden; FakV-Cambridge, Fakll-G2021OA. PAI1-4G/5G, MTH- 
FR-C677T. MTHFR-A129«^C. C8Sins68bp, MTR-A2756G. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet. da& das Verfahren mindestens einen 
Schritt der Amplifikation der Nukleinsaureabschnitte umfaRt. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, gekennzeichnet durch eine LIgase-Kettenreaktion. 

5. Verfahren nach Anspruch 3. gekennzerchnet durch eine PGR basierte Amplifikation. 

6. Verfahren nach Anspruch 4, gekennzeichnet durch die Verwendung mindestens einer der Oligonukleo- 
tkJe der Tabelle 3 als Primer. 

7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzek^hnet, daf^ die PGR basierte Amplifikation unter 
folgenden Bedingungen erfolgt: 

i) . Denaturierung: 1 Zyklus fur 1 bis 15 min bei 92-95**C, vorzugsweise bel 95''C fur 15 min 

ii) . Amplifikation: 20 bis 45 Zyklen, vorzugsweise 35 Zyklen 

- Denaturierung 92-95''C. 1 min; vorzugsweise bei 94'*C fur 1 min 

- Annealing bei 52-62X, 0,5-4 min; vorzugsweise bei 56°C fur 2 min 

- Extension: 68-72*C, 1-5 min; vorzugsweise bei 68X fur 1 min 

ill). Extension: 1 Zyklus 68-72^C, 5-30 min; vorzugsweise bel 68X fur 5 min. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 7, gekennzeichnet durch folgenden Reaktionsansatze: 

a. ) Primer: 100 bis 800 nM; vorzugsweise 400 nM bumanegenomische DNA: 20 bis 250 ng; vorzugsweise 100 
ng dNTPS Qe): 200 bis 500 pM; vorzugsweise 250 pM Taq-DNA Poiymerase: 2,5 bis 10 U; vorzugsweise 5 U 
10 X Puffer: 5 pi oder 

b. ) Pnmer: 100 bis 1200 nM; vorzugsweise 800 nM humane genomische DNA: 20 bis 250 ng; vorzugsweise 
100 ng dNTPS Qe): 200 bis 500 pM; vorzugsweise 200 pM AccuPrlme Taq-DNA Polymerase: 2,5 bis 20 U; 
vorzugsweise 10 U 10 X Puffer: 5 pi 

9. Verfahren nach einem der vorherigen Anspruche, gekennzeichnet durch eine Identlfikation der Polymor- 
phismen durch Hybridisierung mit Oligonukleotiden, die entweder -einen Polymorphismus aus der Tabelle 1 
Oder die jewellige Wildtypsequenz aufwelsen oder dazu komplementar sind. 

1 0. Verfahren nach Anspruch 9 gekennzerchnet durch Ollgonukleotide aus der Tabelle 5 als Sonden fiir die 
Untersuchung der Polymorph ismen oder WlkJtypsequenzen. 

11 . Verfahren einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet. daa die Ollgonukleotide auf einem 
Array oder beads gebunden sind. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8 gekennzeichnet durch eine Sequenzierung der ampllfi- 
zierten Nukleinsaureabschnitte zum Nachweis der Polymorphismen. 

1 3. Oligonukleotid mit einer Nukleotidsequenz gemaB einer der SeqJD. Nr 1 bis 154. 

14. Zusammensetzung mit Ollgunukleotiden aus der Tabelle 3 als Primer fur die Amplifikation Thrombo- 
se-reievanter Polymorphismen. 

15. Verwendung der Ollgonukleotide mit einer Nukleotidsequenz aus der Tabelle 3 als Primer zur Amplifi- 
katbn eines Nukteinsaureabscbnitts, d^sen Vorhandensein im menschlichen Genom mit einer erhohten 
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Thromboseneigurvg korreliert. 

Es fotgen 2 B^att Zeichnungen 
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Anhangende Zeichnungen 



Abbildung 1: Thrombophilio-Chip. Ergebnis eii«s typischen Hybridisiefungs^xpefireeiftsJTn 
Arraylube-Format. Die als Probe verwendeten Oiigonukleotide waren blotinylten und vwjrden duich 
Kopplung mrt Streptavidin-Gold und anschlieOender FArbung mit elementarem Silber nachgewiesen 
Die groaen Spots in den Reihen 1 und 1 2 dienen als KontroDe fflr die Silberfattoung und als 
Posftionsfnarken fOr das GHIer zur Auswertung des Arrays. Die auf dem Array verwendeten Allele sind 
Komplennentar zu den folgenden Sequenzen: 

0 J2-J4: MTHFR 677G (Wiidtyp); J5-76: MTHFR 677 A; JB-JIO: MTHFR 677 T. J11. 12. 13: MTHFR 

677 C; 

C 14-16: MTHFR 1298 T (Wiidtyp): I7-I9MTHFR 1298 G; 

1: P'^"-"'SG C: H3-H5: PAII-insG G. H6-8: PAII-insG A; H9+I1 1: PAI1-insG G G2-G4- 
PAI1-msG-4 Wiidtyp. 

G5-7: FII-20210C (Wiidtyp); G8-10: FII-20210T 

C G11, F2, F3: FV-1691 C (Wiidtyp); F4-6: FV-1691 T (FVA**^") 

□ F7-9: FV-R306 C (Wiidtyp); F10.F11. E 2:FV-R306 G (FV'^"****) 

D £3-5: PAI1-insG-4 (WHdtyp); E6-8: PAI1-insG-5 C 

mn!.K ^ ; ^rf.^. '"^^^'^'^ «ns68-S1/2: D5-7: CBS ins68-S1/3; 08-10: CBS Ins68-S2/1 

OWddtyp): Oil C2 C3: CBS ins68-S2/2 (Wiidtyp); C4-6: CBS ins68-S2/3 (Wiidtyp). C7-9: CBS insSS- 
S3/1;C10.C11,B2:CBSins68-S3/2.B3-5:CBSins68-S3/3 ^«>i>inst>o 
86-8: MTR-09.19G T (Wiidtyp); B9-1 1: MTR-D919G C; A2-4: MTR-D919G A A4-6- MTR-D919G G 

k" die Hybridisiemng mit einem Mix synthetischer Proben mH einer Unge 

von 20-30 bp meiner Konzentratlon von 1 nM durchgefOhrt. Diese synthetischen Proben wurden so 
ausgewrShlt dafi sie vollstSndig komplementar zur.entsprechenden Wildtyp^equenz sind Mit dem bloBen 

einigen Fallen urn mehr als Faktor filnf starker ist als das der unspezifischen Bindung an die mutierten 
sonden. Expenmente mit PCR-Produkten aus humanen Blutproben zeigen vergleichbare Signale. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
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Abbildung 2: Thrombophilie-Chlp. Ergebnis eines typischen Hybrid is iehjngsexperiments im 
Glasobjekttr§ger-Format. Die als Probe verwendeteri Oligonukleotide waren biotinyliert und warden durch 
Kopplung mit Streptavidin. an das der Fluoreszenzmarker Cy3 gebunden war. nachgewiesen. Die Allele und 
Kontrollen auf dem Array sind identisch mit der Darstellung \i\ Abbildung 1 : 

□ J2-J4: MTHFR 677 G (Wildlyp); J5.76: MTHFR 677 A; J8-J10: MTHFR 677 T. J1 1 . 12. 13: MTHFR 677 C" 
l: 14-16: MTHFR 1298 T (Wildtyp); I7-I9MTHFR 1298 G: 

U no. 111. H2: PAII-insG C; H3-H5: PAII-insG C; H6-8: PAll-insG A; H9-H11: PAlMnsG G;<32-G4* PAI1- 
insG-4 Wildtyp. 

' G5-7: FII-20210 C (Wildtyp); G8-10: Fll-20210 T 
Gil. F2. F3: FV-1691 C (Wildtyp); F4.6: FV-1691 T (FXA''*^") 
n F7-9: FV.R306 C (Wildtyp); F10.F11. E 2: FV.R306 G (FV*^"*^) 

□ E3-5: PAII-insG-4 (Wildtyp); E6-6: PAI1-insG-5 C 

€9-11: CBS ins68-S1/1; D2-4: CBS ins68-S1/2; D5-7: CBS ins68-S1/3; D8-10: CBS in^8-S2/1 (Wildtyp)' 
D11. C2. C3: CBS ins68-S2/2 (Wildtyp): C4-6: CBS ins68-S2/3 (Wildtyp), C7-9: CBS ins68-S3/1 CIO C11 
B2: CBS ins68-S3/2. B3-5: CBS ins68-S3/3 

B6-8: MTR-D919G T (Wildtyp); B9-1 1: MTR-D919G C; A2-4: MTR-D919G A; A4.6: MTR-D919G G. 
Zur besseren Anschaulichkeit wurde die Hybridisierung mit einem Mix synthetischei Proben mit einer Unge 
von 20-30 bp in einer Konzentration von 1 nM durchgefOhrt. DIese synlhetischen Proben wurden so 
ausgewahlt. daR sle vollstandig komplementSr zur entsprechenden Wildtyp-Sequenz sind, Mit dem blolien 
Auge ist sichtbar. daB die IntensrtSt des Fluoreszenzsignals in jedem Fall urn mindeslens Faktorzwel. in 
einigen Fdllen um mehr als Faktor fOnf starker Ist als das der unspezifischen Bindung an die mutierten 
Sonden. Experimente mit PCR-Produkten aus humanen Blutproben zelgen vergleichbare SIgnale. 
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